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Le cancer colorectal (CCR) est au 3ème rang des cancers les plus répandus dans le 
monde. Il est bien établi que l’inflammation est un acteur clé de la carcinogenèse colorectale. 
Parmi les cellules de l’infiltrat inflammatoire tumoral, les macrophages jouent un rôle moteur 
dans la carcinogenèse en sécrétant un arsenal de cytokines/chimiokines et facteurs pro-
tumoraux tels que la prostaglandine E2 (PGE2), produit enzymatique de la cyclo-oxygénase 2 
(COX-2). Des dysbioses du microbiote intestinal, en particulier une augmentation 
d’# ('#)appartenant au phylogroupe B2 et producteurs de cyclomodulines 
ont été rapportées chez les patients atteints de CCR. Mon doctorat s’inscrit dans la 
caractérisation du potentiel carcinogène de souches d’'# B2 isolées de patients atteints de 
CCR, et ceci notamment au travers de leur interaction avec les macrophages, principale 
population de l’infiltrat inflammatoire tumoral. 
La caractérisation de souches d’'# de phylogroupe B2 isolées de patients atteints 
de CCR a révélé qu’elles possèdent de faibles capacités d’adhésion et d’invasion aux cellules 
épithéliales intestinales comparativement à la souche adhérente et invasive d’'# LF82. En 
revanche, les ' # associés au CCR sont capables d’induire l’expression du récepteur 
CEACAM6 par les cellules épithéliales coliques humaines T-84. Nous avons également 
montré que la souche d’' # 11G5 associée au CCR est capable, dans un modèle murin 
d’infection chronique exprimant CEACAM6, de coloniser la muqueuse colique, d’induire une 
l’inflammation colique et des dommages épithéliaux, ainsi qu’une augmentation de la 
prolifération cellulaire, suggérant que les ' # associés au CCR pourraient participer à 
l’établissement d’un épithélium hyperprolifératif. Par ailleurs, nous avons montré que les '
# isolés de patients atteints de CCR sont capables de survivre en macrophages humains 
THP-1, suggérant que les macrophages pourraient représenter un niche de réplication pour ces 
bactéries. Les souches d’'#isolées de CCR sont capables d’induire des niveaux de COX-
2 significativement supérieur à celui induit par une souche de la souche d’'#commensale 
ED1a. L’expression de COX-2 induite par les souches d’' # associées au CCR est 
dépendante du nombre et de la viabilité des bactéries internalisées. Enfin, l’analyse des voies 
de signalisation a révélé que la voie de signalisation p38 permet de contrôler le nombre de 
bactéries intracellulaires et l’expression de COX-2, suggérant que cette voie de signalisation 
pourrait être impliquée dans la survie et la multiplication des '# associés au CCR. 
Ce travail de thèse a contribué à une meilleure caractérisation des souches d’' #
associés au cancer du côlon et à ouvert de nouvelles pistes sur la compréhension de leur 
capacité à influencer la carcinogenèse colorectale.  Plus largement, ces données suggèrent que 
les bactéries associées aux tumeurs pourraient jouer un rôle actif dans la progression 
tumorale, et ceci notamment  au travers de leur interaction avec les macrophages. En plus 
d’être une cible, le tropisme particulier des '#associés au CCR pour les macrophages en 










AA : acide arachidonique 
AAEC : attaching and effacing 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AAF : aggregative adherence fimbriae  
A/E : attachement-effacement 
Afa : Adhésines afimbriales 
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ADN : acide desoxyribonucléique 
ACE : antigène carcino-embryonnaire 
AIEC : adherent-invasive 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#  
APC : adenomatous polyposis coli 
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ARP2/3 : actin-related protein 2/3 
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BCL-2 : B-cell lymphoma 2 
BFP : bundle forming pili 
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CAC : colitis associated colorectal cancer 
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CCL : chemokine ligand 
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CDKi : cyclin-dependent kinase inhibitor 
CEACAM : carcinoembryonic antigen cell adhesion molecule  
Cellule M : cellule Microfold 
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cIAP2 : cellular inhibitor of apoptosis protein 2 
Cif : cycle inhibiting factor 
CNF : cytotoxic necrotizing factor 
CSF-1 : colony stimulating factor 
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CFTR: cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 
COX : cyclooxygénase  
DAEC : diffusely-adhering 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#
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DMH : diméthylhydrazine 
DSS : dextran sulfate sodium 
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#
EAST1 : enteroaggregative # heat-stable enterotoxin  
ECP : 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#common pilus 
Efa-1 : 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# factor for adherence  
EibG : '# immunoglobulin-binding protein  
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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EhaA : enterohemorragic # autotransporter encoging gene  
EPEC : enteropathogenic 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#  
EspFU : 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# secreted protein F in prophage U 
ETBF : enterotoxinogenic 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ETEC : enterotoxinogenic 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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Etpa :ETEC autotransporter A 
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EXO1 : exonuclease 1 
FGF : fibroblaste growth factor 
FIP : fusobacterial immunosuppressive protein 
FSH : follicle-stimulating hormone 
GC-C : guanylate cyclase-C 
GM-CSF : granulocytes colony stimulating factor 
HCP : Hemorrhagic # pilus 
HIF : hypoxia-inductible factor 1 alpha 
HlyA : hémolysine A  
4-HNE : 4-Hydroxy-2-Nonenal 
HNP : human neutrophile peptide 
HNPCC : hereditary non polyposis colorectal cancer 
IBC : intracellular bactrerial community 
IL : interleukine 
INF- : interféron gamma 
IRTKS : insulin receptor tyrosine kinase substrate 
KGF2 : keratinocyte growth factor 2 
KO : knock-out 
K-RAS : V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 
LCA : acide lithocholique 
LH : luteinizing hormone 
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LT : thermolabile enterotoxin  
MA : mucinous adenocarcinoma 
MAM : méthylazoxyméthanol 
Map : mitochondrial-associated protein  
MC : maladie de Crohn 
MCP-1 : monocyte chemotactic protein-1 
M-CSF : macrophages colony stimulating factor 
miARN : microARN 
MICI : maladie inflammatoire chronique de l’intestin 
MIP-2 : macrophages inflammatory protein 2 
MMP : métalloprotéase 







MPO : myéloperoxydase 
MSI : microsatellite instability 
MSI-H : high frequency microsatellite intability 
MSI-L : low frequency microsatelllite instability 
NF-B : nuclear factor-kappa B 
NHE3: Na+/H+ exchanger 3 
NK : natural killer 
NleA: non-LEE-encoded effector 
NLR : NOD-like receptor 
NNK : 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone 
NO : monoxyde d’azote 
NRP : non ribosomal protein  
NRPS : non ribosomal protein synthase 
N-WASP : neural Wiskott–Aldrich syndrome protein 
OmpA : outer protein membrane A 
OMV : outer membrane vesicule 
Paa : porcine attaching and effacing associated adhesin  
PAF : polypose adénomateuse familiale 
PAMP : pathogens associated molecular pattern 
PCNA : proliferating cell nuclear antigen 
Pet : plasmide-encoded toxin 
PG : prostaglandine   
15-PGDH : 15-hydroxyprostaglandine déshydrogénase 
PK : polyketide 
PKS : polyketide synthase 
PMN : polymorphonuclear leukocyte 
PRR : pattern recognition receptor 
RCH : rectocolite hémorragique 
RTX : Repeats in toxin 
Saa : Shiga-toxin producing # autoagglutinating adhesion  
Sat : secreted autotransporter toxin 
ShET : "## enterotoxin 
SIGIRR : single immunoglobuline IL-1R-related molécule 
SMO : spermine oxydase 
SST3 : système de sécrétion de type III 
STAT3 : Signal transducer and activator of transcription 3 
Stx : Shiga-toxin 
TccP : translocated intimine receptor cyclosqueleton-coupled protein  
TGF- : transforming growth factor beta 
TiA : Toxigenic invasion loci A 
Tir : Transmembrane intimine receptor 
TJ: tight junction 
TLR : Toll-like receptor 







TNM : tumor nodes and metastasis 
TP53 : tumor protein gene p53 
TS : thermostable enterotoxin  
UDCA : acide ursodeoxycholique 
UPEC : uropathogenic #
VEGF : vascular endothelial growth factor 
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Actuellement, le cancer colorectal (CCR) se place au 3ème rang des cancers chez 
l’homme, derrière celui de la prostate, et au 2nd rang chez la femme derrière celui du sein. 
Dans le monde, 1,2 million de nouveaux cas sont diagnostiqués chaque année et il est 
responsable d’environ 600 000 décès chaque année. L’accumulation de mutations et de 
modifications épigénétiques sont à l’origine de la transformation d’un épithélium normal en 
carcinome colorectal en passant par des stades d’épithélium hyperprolifératif, d’adénomes 
précoces et tardifs. La chronologie de ces évènements, décrite par Fearon et Vogelstein, a été 
nommée séquence adénome-cancer et s’étend sur 10 à 15 ans d’évolution (Fearon and 
Vogelstein, 1990). Plus de 90% des cas de CCR sont d’origine sporadique et surviennent chez 
des personnes ayant peu ou pas d'antécédents familiaux, ce qui montre l’importance des 
facteurs environnementaux dans son développement. Certains facteurs de risque tels que 
l’alimentation et le tabagisme ont été identifiés. De plus, un lien fort entre inflammation et 
développement de CCR a clairement été établi. Enfin, des dysbioses du microbiote intestinal 
ont été mises en évidence chez les patients atteints de CCR mettant notamment en évidence 
une surreprésentation anormale de bactéries appartenant aux espèces   !"#,
%&# et # productrices de génotoxines/cyclomodulines.  
Les macrophages sont des acteurs cellulaires à part entière de la carcinogenèse. Ils 
représentent la population majeure de l’infiltrat inflammatoire tumoral. Au sein du 
microenvironnement tumoral, les macrophages peuvent présenter des fonctions anti- ou pro-
tumorales, ces dernières incluant la promotion de la prolifération et de la survie des cellules 
malignes, le remodelage de la matrice extracellulaire facilitant l’invasion tissulaire et la 
stimulation de l’angiogenèse. L’orchestration des activités pro-tumorales des macrophages est 
assurée par certains acteurs clés tels que la cyclooxygénase COX-2 et son produit de synthèse 
la prostaglandine E2 (PGE2). La plasticité fonctionnelle des macrophages est directement liée 
à la nature des stimuli auxquels ils sont confrontés. Si l’on considère les bactéries colonisant 
les tissus tumoraux en tant qu’entité du microenvironnement tumoral, celles-ci pourraient être 
capables de moduler l’état fonctionnel d’activation des macrophages et donc d’influencer la 
carcinogenèse.  
La première partie de ce manuscrit est une synthèse bibliographique s’articulant autour 
de trois chapitres. Un premier chapitre introduit le CCR, la séquence adénome-cancer et les 




l’inflammation et plus particulièrement des macrophages et de COX-2/PGE2 dans la 
carcinogenèse colorectale. Enfin, dans un dernier chapitre sont synthétisées les données 
actuelles sur le microbiote intestinal et les espèces bactériennes associées au CCR, à potentiel 
oncogénique.  
Les résultats de mon travail de doctorat sont exposés dans la seconde partie du 
manuscrit sous forme de commentaires d’article. L‘objectif d’un premier article était la 
caractérisation de souches d’' # isolées de patients atteints de CCR. Nous avons plus 
particulièrement étudié leur interaction avec les cellules épithéliales intestinales  )
(adhésion, invasion, formation de biofilm, induction de l’expression du récepteur 
CEACAM6), et leur capacité à coloniser la muqueuse intestinale, à promouvoir 
l’inflammation et la prolifération cellulaire)) dans un modèle d’infection chronique. Un 
deuxième travail a été consacré à l’étude de l’interaction de souches d’' # associées au 
CCR avec les macrophages. En particulier, nous avons analysé la capacité des souches d’'
#à résister à l’activité bactéricide des macrophages et à moduler l’expression de facteurs 
pro-tumoraux tels que la COX-2. 
Enfin, dans une troisième partie, l’ensemble des résultats sera discuté et des 


































Taux d’incidence et de mortalité
normalisé selon l’âge pour 100 000 personnes  
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Les taux d’incidence (en bleu) et de mortalité (en rouge) sont exprimés pour 100 000
personnes et sont plus élevés dans les pays industrialisés comparativement aux pays en
voie de développement.



















































































Les cancers colorectaux (CCR) sont, dans 98% des cas, des adénocarcinomes, c’est-à-
dire qu’ils proviennent de la transformation maligne des cellules épithéliales de la muqueuse 
colique et plus particulièrement des glandes (*) de Lieberkühn.  
'+'+ *#"
Avec une incidence, en Europe, de 446 800 nouveaux cas par an et un taux de 
mortalité de 12.2% en 2012, le cancer colorectal (CCR) est le 3ème cancer chez l’homme, 
après le cancer de la prostate et du poumon, et le second chez la femme, après le cancer du 
sein (Ferlay #', 2013). L’incidence et le taux de mortalité par cancer colorectal varient de 
manière importante selon la localisation géographique. Il est plus fréquent dans les pays 
industrialisés tels que l’Amérique du Nord, l’Australie, la Nouvelle-Zélande et dans certaines 
parties de l’Europe qu’en Afrique ou en Asie (Institut de veille sanitaire, 2013) (%	
&). 
Ces différences peuvent s’expliquer par l’alimentation, le mode de vie et les facteurs 
héréditaires. En Europe, l’incidence ne varie pas de manière très importante entre les 
différents pays mais la France est l’un des pays où l’incidence du cancer colorectal est la plus 
élevée pour les deux sexes. Ainsi, 41 820 nouveaux cas et 4770 décès ont été répertoriés pour 
l’année 2012, avec une incidence plus élevée pour les hommes (Ferlay  #', 2013). Une 
diminution de l’incidence et de la mortalité a été observée depuis 1980 avec une stabilisation 
au cours de l’année 2005, similaire à celle observée pour les Etats-Unis (Institut de veille 
sanitaire, 2013).  
En France, l’accès au dépistage s’est beaucoup amélioré au cours de cette dernière 
décennie. Ce programme de dépistage contre le cancer colorectal propose des tests de 
détection de sang dans les selles (Hémoccult®) tous les deux ans aux personnes de plus de 50 
ans puisque l’âge est un facteur de risque. Une coloscopie complète doit être pratiquée lorsque 
le test Hémoccult® est positif. Les personnes présentant un risque élevé de développer un 
cancer colorectal, à savoir les personnes ayant des antécédents d’adénomes colorectaux et/ou 

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Dans cette classification sont répertoriés les critères recherchés pour l’évaluation de 
l’extension locale de la tumeur (T), l’extension ganglionnaire (N) et l’extension métastatique 
viscérale (M). 




C Renseignements insuffisants pour classer la tumeur primitive 
0 Pas de signe de tumeur primitive 
6 Carcinome  : intra-épithélial ou envahissant la #
& Tumeur envahissant la sous-muqueuse 
( Tumeur envahissant la musculeuse 
) Tumeur envahissant la sous-séreuse ou les tissus péri-coliques ou péri-rectaux non 
péritonéalisées 
* Tumeur envahissant directement d’autres organes ou d’autres structures et/ou perforant le 
péritoine viscéral 
*' Tumeur perforant le péritoine viscéral 





C Renseignements insuffisants pour classer les ganglions lymphatiques régionaux 
0 Pas de métastase ganglionnaire régionale 
& Métastases dans 1 à 3 ganglions lynphatiques régionnaux 
 &' Métastases dans 1 seul ganglion régional 
 &' Métastases dans 2 à 3 ganglions régionaux 
 &' Nodules tumoraux (c’est-à-dire satellites) dans la sous-séreuse ou dans les tissus mous 
non péritonéalisées péri-coliques ou péri-rectaux sans atteintes ganglionnaire lymphatique 
( Métastases dans 4 ou moins ganglions lymphatiques régionaux 
(' Métastases dans 4 à 6 ganglions lymphatiques régionaux 





0 Pas de métastase à distance 
& Présence de métastases à distance 
&' Métastases dans un seul organe (fois, poumon, ovaire, ganglion(s) lymphatique(s) non 
régional(aux)) 




ayant un parent au premier degré atteint de CCR avant l’âge 65 ans se voient proposer une 
coloscopie dès 45 ans (Institut de veille sanitaire, 2013). 
'+'- %.
De nombreux facteurs tels que par exemple l’âge, le sexe, le statut TNM (Tumor 
Nodes and Metastasis), les taux sériques de l’albumine, de la protéine réactive C, de 
l’antigène carcino-embryonnaire (ACE ou CEACAM5, Carcinoembryonic Antigen Cell 
Adhesion Molecule 5) ou les complications post-opératoires influencent le pronostic d'un 
cancer colorectal. Néanmoins, le facteur pronostique le plus important reste le stade 
d’avancement de la maladieau moment du diagnostic déterminé notamment grâce au stade 
TNM.  
'+'-'+%#".
Ils correspondent aux facteurs pronostiques identifiés sur la tumeur elle-même, le plus 
souvent après résection chirurgicale de la tumeur. Plusieurs facteurs histopathologiques sont 
décrits tels que l’invasion lymphatique, veineuse et péri-neurale, le bourgeonnement tumoral, 
le grade tumoral et le statut TNM. Dans cette partie, nous décrirons seuleument le statut 
TNM, qui correspond au facteur histopronostique de référence sur laquelle repose le 
traitement du cancer colorectal (Edge and Compton, 2010). 
La classification TNM des CCR est actualisée régulièrement par « The American Joint 
Committee on Cancer ». Elle décrit l’extension anatomique des cancers en séparant 
l’extension tumorale (T, Tumor), le statut ganglionnaire (N, Nodes) et le statut métastatique 
(M, Metastasis) à l’aide d’indices numériques croissants. Ainsi sont répertoriés 5 niveaux 
d’envahissement de la paroi du côlon (T0 ou Tis pour T , T1, T2, T3, T4), 3 niveaux 
d’extension ganglionnaire (N0, N1, N2) et la présence ou non de métastases (M0, M1) 
(
&). Quatre stades tumoraux sont alors définis en fonction de ce statut TNM, avec 
chacun une survie à 5 ans et un risque de récidive (Adloff #', 1989).  
En fonction de l’envahissement local (T), la survie à 5 ans est de l’ordre de 100% pour 





(O’Connell  #', 2004). Il est difficile de chiffrer l’impact sur la survie qu’implique la 
présence de métastases ganglionnaires, notamment parce que tout patient N+ (N1 ou N2) 
reçoit une chimiothérapie adjuvante, ce qui n’est pas forcément le cas des patients N- (N0) 
(Moertel  #', 1990; Wolmark  #', 1993). Cependant, on peut estimer que les taux de 
survie à 5 ans chutent de 70-85% pour les patients N- à 27-42% pour les patients N+, et le 
nombre de ganglions envahis constitue également un facteur pronostique, puisque 
l’envahissement N2 fait chuter de 20% la survie à 5 ans, indépendamment du stade T (Adloff 
 #', 1989; Greene  #', 2002; O’Connell  #', 2004). Les métastases viscérales, et 
notamment hépatiques, ne sont accessibles à la résection chirurgicale complète que dans 20% 
des cas et la survie à 5 ans s’améliore alors considérablement, avec un taux de survie à 5 ans 
d’environ 30% (Simmonds  #', 2006). Elles signent une maladie généralisée dont 
l’évolution spontanée est très péjorative, avec une survie à 5 ans proche de 0% en l’absence 




Le CCR répond à 2 grandes voies moléculaires, que sont la voie de l’instabilité 
chromosomique (75 à 85% des CCR) et la voie de l’instabilité des séquences microsatellites 
(MSI, MicroSatellite Instability, 15 à 20% des CCR) (Bond #', 2012; Pritchard and Grady, 
2011) (cf. partie I.3.3). Les tumeurs de phénotype MSI ont un meilleur pronostic que les 
tumeurs sans instabilité génomique (Gafà  #', 2000; Kim  #', 1994; Vogelstein  #',
1989). Cependant, bien que les tumeurs MSI soient de meilleur pronostic, elles semblent être 
plus résistantes à certains traitements chimiothérapiques à base de 5-fluoro-uracile / 
#', 2005; Carethers #', 2004; Ribic #', 2003). 
+
L’antigène carcino-embryonnaire (ACE, ou CEACAM5, Carcinoembryonic Antigen 
Cell Adhesion Molecule 5) appartient à la famille des CEACAM, glycoprotéines de 
membranes jouant un rôle clé dans les phénomènes biologiques d’adhésion cellulaire, 





L’ACE est exprimé au niveau de nombreux organes dont le côlon et le rectum et des 
variations physiologiques sont observées notamment avec le sexe et l'âge (concentration plus 
élevée chez le sujet âgé). Le taux d’ACE sérique est associé à de nombreuses pathologies 
tumorales et n’est pas spécifique du CCR. Cependant, un taux d’ACE préopératoire élevé est 
un facteur de mauvais pronostic chez un patient présentant un CCR (Chapman #', 1998; 
Dixon #', 2003; Wang #', 2007, 2000). L’analyse de l’expression tissulaire de l’ACE 
n’est quasiment pas employée en pratique quotidienne dans l’évaluation pronostique du CCR. 
Une seule étude a évalué ce critère et trouvait une valeur pronostique supérieure à l’ACE 
sérique (Li #', 2009). 
,
La molécule CEACAM6 appartient à la même famille que l’ACE. Moins connu et 
moins étudié car de découverte plus récente, CEACAM6 reprend cependant beaucoup des 
propriétés et caractéristiques de l’ACE. Il est localisé au pôle apical des entérocytes tout au 
long du développement et intervient dans les mécanismes d’adhésion, d’invasion et de 
migration cellulaire (Schölzel  #', 2000). CEACAM6 est surexprimé dans de nombreux 
cancers dont le CCR, avec une spécificité meilleure que l’ACE pour ce cancer / ##
#', 2007; Hammarström, 1999; Higashide  #', 1990; Kim  #', 2013a). Cependant, son 
dosage sérique n’est pas utilisé en pratique courante et ce n’est qu’au niveau tissulaire que son 
expression est évaluée actuellement. C’est un facteur pronostique indépendant plus spécifique 
que l’ACE lorsque ces 2 marqueurs sont comparés dans les mêmes populations /0!!
#', 2003). 
D’autres facteurs pronostiques moléculaires, non spécifiques du CCR, existent tels que 
l’albumine sérique et la protéine C-réactive, mais ne seront pas détaillés dans ce manuscrit. 
'+'1 
La chirurgie reste à l’heure actuelle le seul traitement curatif du CCR. Elle consiste en 
la résection de la tumeur avec des marges de sécurité suffisantes et un curage ganglionnaire. 
La chimiothérapie est administrée dans trois situations dans la prise en charge du CCR : (i) 





(ii) après la chirurgie (adjuvante), en fonction de facteurs pronostiques histopathologiques, 
dans le but de diminuer les risques de récidives en éliminant d’éventuelles cellules tumorales 
résiduelles, et (iii) dans le cadre d’une chimiothérapie palliative, administrée lorsque la 
chirurgie n’est pas possible du fait d’une tumeur trop avancée et/ou lorsque l’état général du 
patient est trop précaire (Cunningham #', 2010). La radiothérapie n’est indiquée que dans 
le cas de cancer du rectum.  
'+'1'+2#3
Après résection chirurgicale, les patients atteints de tumeurs de stade I (T1 ou T2 N-) 
ont une survie à 5 ans inférieure à 90%, il n’y a donc aucun bénéfice prouvé à la réalisation 
d’une chimiothérapie adjuvante à la chirurgie. La survie à 5 ans des pateints atteints de 
tumeurs de stades II (T3, T4, N-) est comprise entre 72 et 100% selon l’envahissement local T 
(O’Connell #', 2004). Par ailleurs, concernant les tumeurs de stade II, bien qu’il ne soit pas 
prouvé qu’elle soit efficace, une chimiothérapie adjuvante pourra être proposée selon le 
protocole FOLFOX 4 à base de 5-fluorouracile, acide folinique et eloxatine (O’Connor #',
2011). 
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Comme pour les stades I et II, la base du traitement des CCR de stade III (N+, M0) est 
l’exérèse chirurgicale avec curage ganglionnaire associée à une chimiothérapie adjuvante qui 
apportent un bénéfice de 25 à 33% sur la survie à 5 ans (André #', 2006; Moertel #',
1990). Le protocole de référence est une tri-chimiothérapie selon le protocole FOLFOX4 
(André #', 2004). Dans le cas d’un CCR de stade IV (M1), la tumeur colorectale est au 
stade métastatique, il s’agit donc d’une maladie généralisée dont le traitement de base n’est 
plus la chirurgie mais la chimiothérapie. En cas de métastases résécables, une chimiothérapie 
néo-adjuvante est réalisée afin d’éliminer les micrométastases invisibles dans le but de 
contrôler la maladie avant la réalisation de la chirurgie. En cas de réponse à la chimiothérapie, 
les lésions tumorales (tumeur primitive et métastases) vont être réséquées par chirurgie et une  
chimiothérapie permettra d’éliminer les micrométastases résiduelles et de pallier à 
l’immunodépression qui fait suite à tout geste chirurgical. La survie à 5 ans est de l’ordre de 
40% pour les stades IV dont les métastases sont résécables (Jones  #', 2012). En cas de 
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Les cancers colorectaux sporadiques, dont l’étiologie n’est à ce jour pas clairement
définie, représentent la forme majoritaire (90%) des cancers colorectaux suivi par les
cancer colorectaux dits « familiaux » (environ 20%) s’ils possèdent au moins deux parents
du 1er degré atteint de cette pathologie. Les cancers héréditaires représentent 5 à 10% des
CCR dont la polypose adénomateuse familiale (<1%) et les cancers colorectaux
héréditaires sans polypose (3-5%). Un contexte de maladie inflammatoire chronique de
l’intestin représente un facteur de risque de développer un cancer colorectal et est observé
dans 1 à 2% des cas.
































lésions non résécables, une chimiothérapie palliative est administrée, afin de rendre les lésions 
tumorales résécables, et de revenir au cas précédent et/ou d’améliorer la survie des patients 
'+'4 
Pour les cancers du rectum, les stratégies précédemment décrites sont applicables. La 
spécificité de la prise en charge du cancer du rectum réside en l’indication d’un traitement 
néo-adjuvant par radiothérapie et chimiothérapie concomitantes pour les cancers T3, T4 et/ou 
N+. En effet, l’association d’une chimiothérapie concomitante à la radiothérapie augmente la 
réponse tumorale et diminue de moitié le taux de récidive locale à 5 ans. L’association d’une 
irradiation et d’une chimiothérapie concomitante néo-adjuvantes est donc recommandée dans 




Si 5 à 10% des CCR ont une origine héréditaire, les principaux syndromes étant la 
polypose adénomateuse familiale (PAF) et le cancer héréditaire sans polype (HNPCC, 
Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer), la grande majorité (90%) des CCR sont 
sporadiques (%	
(). Environ 20% des patients atteints de CCR présentent un risque dit 
« familial » 2 à 3 fois plus élevé de développer un CCR, s’ils possèdent au moins deux parents 
du 1er degré atteint de cette pathologie (Weitz #', 2005). De plus, 1 à 2% des CCR sont 
associés à une maladie inflammatoire chronique de l’intestin (MICI, maladie de Crohn et 
rectocolite hémorragique) et plus de 20% des patients atteints de MICI développent un CCR 
dans les 30 années après le début de leur maladie (Terzi #', 2010).  
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Les deux syndromes majeurs de CCR héréditaires connus à ce jour sont la polypose 
adénomateuse familiale (PAF) et le cancer héréditaires sans polype (HNPCC) ou syndrome de 
Lynch (Weitz  #', 2005). Le HNPCC est plus représenté que la PAF chez les patients 
atteints de CCR (1/300 ) 1/7000, respectivement) (Cunningham  #', 2010). D’autres 
syndromes moins fréquents tels que les syndromes de Peutz-Jeghers et de Cowden ou encore 
la polypose juvénile sont également associés à un risque augmenté de développer un cancer 
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




1 En absence de ligand Wnt, la localisation du complexe de destruction de la -caténine,
composé des protéines APC ( #$ #), GSK3 ("#$" $
( 1), CK1 ( ( +) et AXIN, est cytolplasmique. Ce complexe est chargé de
lier et phosphoryler la -caténine, qui est ensuite ubiquitinée est dégradée par le
protéasome. 1 Le fixation du ligand Wnt sur son récepteur Frizzled induit la dissociation
du complexe de destruction de la -caténine, ce qui a pour conséquence sa stabilisation
dans le cytoplasme et sa translocation nuclaire où elle peut activer la transcription de
gènes cibles tels que les oncogènes $ et $# +, impliqués notamment dans la
prolifération celluaire.





colorectal (Weitz  #', 2005). Dans cette partie ne seront développés que la PAF et le 
HNPCC. 
'-'+'+ #$*!##
Les patients atteints de PAF développent de nombreux adénomes colorectaux dès le 
plus jeune âge qui évoluent en cancer colorectaux vers l’âge de 40 ans (Cunningham #',
2010; Lynch and de la Chapelle, 2003; Weitz #', 2005).  
Les patients atteints de PAF présentent, dans 80% des cas, une mutation germinale 
dans le gène 
 6#$ # (
6) impliqué dans la régulation de la voie 
WNT/-caténine qui joue notamment un rôle dans la prolifération cellulaire (Weitz  #',
2005). Le gène 
6, organisé en 15 exons,est un gène suppresseur de tumeur présent chez 
l’Homme au niveau du locus 5q21. Le produit de ce gène est impliqué, de par son domaine 
d’oligomérisation et sa capacité à interagir avec d’autres protéines, dans de nombreux 
processus biologiques et mécanismes intracellulaires, tels que l’adhésion cellulaire et le 
contrôle de la prolifération cellulaire de par son appartenance  au complexe de destruction de 
la -caténine (Half #', 2009) (%	
)). De nombreuses mutations du gène 
6 peuvent 
être à l’origine de la survenue de la PAF. La majorité des mutations identifiées induisent 
l’apparition prématurée d’un codon stop conduisant à la synthèse d’une protéine tronquée au 
niveau de la région C-terminale (Galiatsatos and Foulkes, 2006). Une autre mutation a 
également été identifiée comme augmentant le risque de développer un cancer colorectal. Il 
s’agit d’une mutation par transversion de la thymine 1307 par une adénine. Cette mutation 
n’altère en rien la fonction de la protéine APC, cependant la présence de 8 adénines 
consécutives augmente le risque d’apparition de mutations lors de la réplication de l’ADN 
(Fearon, 2011; Galiatsatos and Foulkes, 2006; Lynch and de la Chapelle, 2003).  
Une minorité de patients atteints de PAF ou de formes atténuées (patients présentant 
moins de 100 polypes, représentant 1/18000 patients atteints de CCR) ne présentent pas de 
mutation du gène 
6 mais possèdent une mutation biallélique dans le gène 378 codant une 
protéine intervenant dans la réparation des dommages de l’ADN par excision de bases (BER, 
Base Excision Repair) (Galiatsatos and Foulkes, 2006; Sampson  #', 2003). Ces patients 






L’absence de caractéristiques phénotypiques particulières rend le diagnostic du cancer 
colorectal héréditaire sans polypose difficile (HNPCC). C’est pourquoi les critères 
d’Amsterdam ont été établis en 1991 et 1999 en prenant en compte plusieurs paramètres, tels 
que l’âge d’apparition du CCR, le nombre de parents proches atteints et les examens anatomo-
pathologiques. 





Diagnostic du CCR avant 50 ans 
Trois parents doivent être atteints de CCR dont un au premier degré 
Deux générations successives doivent être atteintes de CCR 
Exclusion des patients atteints de polypose adénomateuse familiale 




oncogènes ou gènes suppresseurs de tumeurs, participent activement au développement 
tumoral. 
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Le développement de tumeurs colorectales chez les patients atteints de HNPCC 
survient à l’âge médian de 45 ans (Steinke  #', 2013). L’absence de caractéristique 
phénotypique particulière rend le diagnostic difficile. C’est pourquoi les critères d’Amsterdam 
I et II, répertoriés dans le 
(, ont été établis respectivement en 1991 et 1999 afin de 
diagnostiquer plus facilement les personnes atteintes de HNPCC. Ils prennent en compte 
notamment l’âge du développement tumoral qui doit être inférieur à 50 ans et la présence de 
HNPCC sur deux générations suuccessives (Cunningham #', 2010; Palumbo #', 2013; 
Vasen #', 1991, 1999; Weitz #', 2005). 
Le développement tumoral observé chez les patients atteints de HNPCC est causé par 
une instabilité microsatellitaire (MSI). Tout comme les cancers colorectaux sporadiques, dans 
le cas de HNPCC l’instabilité microsatellitaire observée fait intervenir une défaillance des 
systèmes de réparation de l’ADN. Le développement tumoral chez les personnes atteintes de 
HNPCC est plus rapide (3-5 ans) que chez les personnes atteintes de CCR sporadiques 
présentant une MSI (20-40 ans) (Dove-Edwin #', 2006; Fearon, 2011). Des mutations non-
sens, d’insertion ou de délétion dans les gènes 38+ et 38-, impliqué dans les systèmes de 
répartion de l’ADN, ont été répertoriées dans 45 à 70% des cas de HNPCC (Kheirelseid #',
2013; Peltomäki and Vasen, 1997). Elles conduisent à un décalage du cadre de lecture dans 60 
et 40% des mutations touchant 38- et 38+ respectivement, à la formation d’une protéine 
tronquée dans 23% des mutations touchant 38- ou à une mutation non-sens dans 31% des 
mutations pour 38+.
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Les cancers colorectaux dits sporadiques, sans prédisposition génétique, représentent 
près de 90% des cancers colorectaux (Weitz #', 2005). L’âge constitue un facteur de risque 
important puisque 80% des CCR surviennent chez des individus de plus de 50 ans sans 





les pays émergents économiquement, désignant ainsi le mode de vie occidental comme 
facteur de risque (Cunningham, et al. 2010). Par ailleurs, le développement de pahologies 
telles que l’obésité et le syndrome métabolique constitue un facteur de risque de développer 
un CCR (Bardou #', 2013). 
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Le syndrome métabolique est défini par l'association d'une série de problèmes de 
santé, tels qu’une obésité, une résistance à l’insuline, une hyperglycémie, une dysplidémie 
(une quantité anormale de lipides) qui augmentent le risque de développer un diabète de type 
2 et des maladies cardiovasculaires. Les patients atteints de syndrome métabolique présentent 
un risque de développer un CCR augmenté de 2 à 10 fois par rapport à la population générale 
(Ishino  #', 2012; Tal  #', 2014). Plus de 60% des patients atteints de syndrome 
métabolique présentent une obésité également connue comme étant un facteur de risque du 
CCR. Un indice de masse corporel élevé est associé à un risque accru de développer un CCR, 
surtout chez l’homme (Bardou  #', 2013; Chen and Iverson, 2012). Chez la femme, ce 
facteur de risque pourrait être compensé en partie par un rôle protecteur des oestrogènes qui 
peut être attribué à des effets pro-apoptotiques et anti-prolifératifs. Une réduction de la masse 
coporelle est associée à une diminution de 40-60% de l’incidence des CCR chez les personnes 
obèses (Adams #', 2007; Bardou #', 2013; Sjöström #', 2007).  
Le syndrome métabolique et l’obésité sont reconnus depuis longtemps comme des 
maladies inflammatoires chroniques, qui de ce fait pourraient favoriser le développement de 
CCR (John #', 2007). Un lien fort a également été établi entre l’obésité et le microbiote 
intestinal. Comparativement à des souris résistantes pour cette pathologie, il a été mis en 
évidence l’établissement d’un microbiote dysbiotique chez des souris prédisposées à 
développer une obsésité et nourries avec un régime riche en graisses, avec notamment une 
augmentation de l’abondance des bactéries appartenant aux phyla Bacteroidetes et Prevotella 
au détriment des bactéries apparatenant au phylum des Firmicutes (Duca  #', 2014). En 
revanche, d’autres études ont montré une sous-représentantion des bactéries apparatenant au 
phyla Bacteroidetes et Fimicutes chez les souris prédisposées à l’obésité (Ley  #', 2005; 





être un facteur favorisant le développement de CCR, sachant que le microbiote intestinal 
jouerait un rôle important dans la carcinogenèse colorectale (cf. partie III). 
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La consommation d’alcool est associée à un risque de développer un CCR augmenté 
de 2 fois dès 30g d’alcool par jour (Cho  #', 2004; Pericleous  #', 2013). Le rôle que 
pourrait jouer l’alcool dans la carcinogenèse colorectale n’est à ce jour pas clairement défini. 
Son mécanisme d’action ferait intervenir sa capacité à réduire les folates et à modifier la 
composition des acides biliaires, à induire des méthylation anormales de l’ADN et à retarder 
la réparation de l’ADN (Choi #', 1999; Kune and Vitetta, 1992; Pericleous #', 2013; 
Seitz  #', 1990). Cependant, la consommation quotidienne de vin rouge aurait un rôle 
protecteur sur la survenue de CCR) les polyphénols qu’il contient, connus pour leurs effets 
anti-oxidants, inhibiteurs de la prolifération cellulaire ou anti-angiogéniques (Pericleous #',
2013).  
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Le tabagisme est également un facteur de risque dans la survenue du CCR (Hou #',
2014; Liang #',2009). Les fumeurs ont un risque de développer un CCR augmenté de 17% 
comparativement aux non-fumeurs et anciens fumeurs. L’impact du tabagisme sur la 
carcinogenèse colorectale dépend de plusieurs facteurs tels que l’intensité de la consommation 
quotidienne, la consommation de cigarettes avec filtres, la durée et l’âge de début du 
tabagisme (Lüchtenborg #', 2007). Par ailleurs il a été rapporté que la présence d’un allèle 
à risque dans le gène #+ (9+), qui est impliqué dans la réparation de l’ADN, la 
réplication et la stabilisation des télomères. Il augmente le risque de développer un CCR chez 
les fumeurs d’un facteur 2 comparativement aux non fumeurs (Gao #', 2011). La présence 
de cet allèle à risque pourrait augmenter la susceptibilité des fumeurs à développer un CCR en 
réduisant la capacité et l’efficacité d’EXO1 à réparer les dommages de l’ADN causés par le 
tabagisme. En se fixant sur les récepteurs adrénergiques , des molécules issues du tabac, 
notamment le 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone (NNK), une nitrosamine, et la 
nicotine sont capables d’induire la prolifération de cellules épithéliales intestinales en 





son produit de synthèse majoritaire, la prostaglandine E2 (PGE2), qui est impliquée dans de 
nombreux processus pro-tumoraux (Wong #', 2007a, 2007b; Wu #', 2005). De plus, la 
nicotine induit également, dans un modèle de xénogreffe, une augmenation dose-dépendante 
du volume des tumeurs et une augmentation de l’expression du facteur de croissance des 
cellules endothéliales (VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor) connu pour ses effets pro-
angiogénique  (Wong #', 2007b). 
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Une consommation de viande rouge supérieure à 100-140 g/jour augmente le risque de 
développer du CCR (Chan #', 2011). La cuisson à haute température de la viande rouge, 
par exemple sur le « barbecue », conduit à la formation d’amines hétérocycliques tels que les 
composés mutagènes et carcinogènes N-nitrosés (Pericleous  #', 2013). De plus, ) un 
mécanisme méconnu à ce jour, la viande rouge augmente la production d’acides biliaires 
(Jänne and Mayer, 2000). Cependant, le rôle que pourrait jouer les acides biliaires dans la 
carcinogenèse colorectale n’est pas clairement défini.  
L’observation en 1969 de la faible incidence des cancers colorectaux dans les 
populations africaines consommant une alimentation riche en fibres a permis d’émettre 
l’hypothèse d’un potentiel rôle protecteur des fibres dans la carcinogenèse colorectale. Une 
méta-analyse récente indique qu’une consommation de 10g/jour de fibres réduit de 10% le 
risque de développer un CCR (Aune #', 2011). Cependant, l’implication des fibres dans la 
protection contre la survenue du CCR est controversée. Il est tout de même proposé que les 
fibres agiraient notamment en ralentissant le transit gastro-intestinal, en absorbant les 
polyamines hétérocycliques, en altérant la prolifération des cellules épithéliales, en stimulant 
la production d’acides gras à courtes chaînes par le microbiote intestinal, ceux-ci jouant un 
rôle protecteur vis-à-vis de la carcinogenèse colorectale (Burkitt, 1969; Pericleous  #',
2013). 
 Par ailleurs, une alimentation riche en fruits et légumes, par l’intermédiaire des acides 
foliques/folates (vitamine B9) et des fibres qu’ils contiennent, aurait un rôle protecteur dans le 
développement du CCR (Jänne and Mayer, 2000; Pericleous #',2013). Une étude a permis 





400µg/jour, avec un risque relatif de 0,66 pour les femmes et 0,63 pour les hommes 
(Giovannucci, 2002; Giovannucci #', 1998). Les folates sont des donneurs de groupements 
méthyl et interviendraient à ce titre dans le maintien d’une synthèse et d’une méthylation 
correcte de l’ADN (Giovannucci, 2002).  
Le mode de vie et plus particulièrement l’alimentation, le tabagisme et la 
consommation d’alcool sont capables d’induire des altérations de la composition du 
microbiote intestinal. Il est aujourd’hui bien établi que le dialogue installé entre le microbiote 
et l’épithélium intestinal joue un rôle majeur dans le maintien d’un équilibre homéostasique. 
Le microbiote jouant un rôle majeur dans le développement de CCR (cf. partie III), le mode 
de vie pourrait donc favoriser le développement de CCR en modulant la composition du 
microbiote intestinal. 
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Le cancer colorectal associé à une colite (CAC, colitis-associated cancer) est un sous-
type de cancer colorectal qui est précédé par le développement d’une maladie inflammatoire 
chronique intestinale (MICI), telle la maladie de Crohn (MC) ou la rectocolite hémorragique 
(RCH). Même si les patients atteints de MICI ne représentent qu’une faible proportion des cas 
de CCR (1-2%), ces patients sont parmi ceux qui ont le risque le plus élevé de développer un 
CCR par rapport à la population générale (Beaugerie #', 2013; Cunningham #',2010). Il 
existe une grande variabilité quant à l’estimation du risque de développer un CCR chez les 
patients atteints de MICI notamment en raison de l’hétérogénéité des cohortes, de l’évolution 
des traitements et de la prise en charge des patients. Une méta-analyse prenant en compte 116 
études indépendantes réalisées dans le monde a permis d’établir une prévalence du CCR 
s’élevant à 3,7% chez les patients atteints de RCH et à 5,4% chez ceux présentant une 
pancolite, c’est-à-dire une colite étendue à l’ensemble du côlon (Eaden #', 2001). Chez les 
patients atteints de MC, le risque relatif de développer un CCR est 0,8 à 20 fois plus élevé que 
dans la population générale (Averboukh #', 2011; Canavan#', 2006). On estime que le 
développement d’un CCR est responsable d’un décès sur 6 dans la RCH et d’un décès sur 12 
dans la MC (Andersen and Jess, 2013). Les facteurs de risque reconnus comme étant associés 





maladie, l’histoire familiale de cas de CCR sporadiques, la sévérité de l’inflammation 
intestinale et l’âge de survenue de la maladie (Cunningham #', 2010; Gupta #', 2007; 
Lakatos and Lakatos, 2008; Mescoli  #', 2013; Peyrin-Biroulet  #', 2012; Renz  #',
2013; Rutter  #', 2006). L’ensemble de ces données cliniques mettent en avant le rôle 
majeur que joue l’inflammation dans la carcinogenèse colorectale. Les mécanismes 
moléculaires impliqués dans la promotion du CCR par l’inflammation sont décrits dans la 
partie II de ce manuscrit. 
La cholangite sclérosante primitive (CSP) est une maladie hépatique chronique qui se 
caractérise par une inflammation et une fibrose progressive des voies biliaires intra- et/ou 
extra-hépatiques. La CSP est un facteur de risque de cancer des voies biliaires 
(cholangiocarcinome) et de cancer de la vésicule biliaire, et peut-être associée au CCR. La 
prévalence des MICI, principalement la RCH, chez les patients atteints de CSP est estimé à 
50%-80% selon les études (Sokol and Chazouilleres, 2012). La co-existence d’une CSP et 
d’une MICI constitue un facteur de risque significatif de CCR (Sokol #', 2008a). En plus 
du caractère inflammatoire de la maladie, une exposition de la muqueuse colique proximale à 
un excès d’acides biliaires secondaires non absorbés au niveau iléal est un facteur impliqué 
dans le développement d’un CCR chez les patients atteints de MICI (Lakatos and Lakatos, 
2008).  
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La séquence adénome-cancer décrite par Volgenstein et Fearon fait référence à la 
chronologie des mutations et modifications épigénétiques intervenant au cours de la 
carcinogenèse colorectale. Ces altérations activent des proto-oncogènes en oncogènes, dont 
l'expression favorise la survenue de cancers, et inactivent des gènes suppresseurs de tumeurs. 
La chronologie de ces altérations est différente entre les CCR sporadiques et ceux associés 
aux MICI. 
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La paroi intestinale est composée de quatre couches concentriques nommées, de la
lumières intestinale vers les couches les plus profondes, la muqueuse, la sous-muqueuse, la

















Les cellules souches prolifèrent au sein des cryptes intestinales et migrent le long des villi
et se différencient : (i) en cellules épithéliales intestinales (entérocytes) responsables de
l’absorption des nutriments dans l’intestin grêle et de l’eau dans le côlon, (ii) en cellules
entéroendocrines, qui sécrètent les des hormones, (iii) en cellules de globelet qui sécrètent
le mucus et (iv) en cellules de Paneth à la base des cryptes de l’intestin grêle responsables
de la production des peptides antimicrobien. L’intestin grêle possède des régions
spécialisées nommées follicules associés à l’épithélium composé des cellules M à la
surface des plaques de Peyer et responsable de l’échantillonnage de la lumière intestinale.






































La paroi intestinale est composée de quatre couches principales nommées de la 
lumière intestinale vers les couches plus profondes : la muqueuse, la sous-muqueuse, la 
musculeuse et la séreuse (Sherwood, 2006) (%	
 *). La muqueuse est la couche la plus 
complexe. Elle est composée d’un épithélium et repose sur une lame basale (la #
, riche en vaisseaux sanguins et lymphatiques) et sur une fine couche musculaire de 
soutien appelée sous-muqueuse. L’épithélium intestinal est une structure riche en replis et 
invaginations nommés respectivement villi et cryptes de Lieberkühn. L’organisation de la 
muqueuse intestinale est différente entre l’intestin grêle et le côlon (%	
+). Ainsi, les villi 
sont caractéristiques de l’épithélium de l’intestin grêle et permettent d’augmenter la surface 
de la muqueuse pour favoriser l’absorption intestinale. Les villi sont absents du côlon qui 
présente une structure plane (van der Flier and Clevers, 2009). Les cryptes de Lieberkühn 
découvertes par Jonathan Nathanael Lieberkühn au 19ème siècle, jouent un rôle essentiel dans 
l’homéostasie cellulaire et sont le siège du renouvellement des cellules de l’épithélium de 
l’intestin grêle et du côlon (Clevers, 2013). En effet, le fond des cryptes intestinales est tapissé 
notamment de cellules souches qui permettent le renouvellement permanent de l’épithélium 
intestinal. 
L’épithélium intestinal est monostratifié et composé de 6 populations cellulaires 
différentes qui dérivent de cellules souches pluripotentes et dont les proportions diffèrent 
selon les segments concernés (%	
+). Les entérocytes, principale population cellulaire de 
l’épithélium intestinal, sont caractérisés par la présence d’une bordure en brosse permettant 
d’augmenter la capacité d’absorption en nutriments pour l’intestin grêle et en eau pour le 
côlon. Alors que les cellules caliciformes produisent une couche de mucus protecteur, les 
cellules entéro-endocrines sécrètent diverses hormones, et les cellules de Paneth, présentes 
uniquement dans les cryptes de l’intestin grêle, sont à l’origine de la production des peptides 
antimicrobiens. Les fonctions de senseurs des composants présents dans la lumière intestinale 
sont assurées par les cellules Tuft et les cellules Microfold (cellules M) résidant dans des 
zones spécialisées de l’intestin grêle nommées plaque de Peyer. Les cellules M jouent un rôle 































1 Le modèle classique, décrit dans les années 1950, suggère que les cellules de Paneth
tapissent le fond des cryptes intestinales (de l’intestin grêle uniquement car elles sont
absentes des cryptes coliques) et sont bordées par les cellules souches pluripotentes
placées en position +4 par rapport au fond de la crypte. Ce modèle propose que les
entérocytes, les cellules endocrines et les cellules caliciformes dérivent de progéniteurs
après différenciation et migration le long de l’axe crypte-villus. Les cellules de Paneth
dérivent également de progéniteurs après migration vers le fond des cryptes. 1 Le modèle
« stem cell zone » propose que des cellules indifférenciées, nommées CBC, résident au
fond des cryptes intestinales parmi les cellules de Paneth et sont les cellules souches à
l’origine du renouvellement cellulaire. Les différentes lignées cellulaires composant
l’épithélium intestinal dérivent de ces cellules souches après différenciation et migration
de le long de l’axe crypte-villus.



















et en les présentant aux cellules de l’immunité sous-jacentes (Abreu, 2010; van der Flier and 
Clevers, 2009; Hooper and Macpherson, 2010).  
'1'+'-)######5**##
L’épithélium intestinal est le tissu qui possède le renouvellement le plus actif de tout 
l’organisme. Il est remplacé tous les 4-5 jours chez l’Homme, ce qui correspond à la 
production d’environ dix milliards de nouvelles cellules chaque jour et autant sont éliminées 
par desquamation (Zouiten-Mekki#', 2013). Le renouvellement de l’épithélium est assuré 
par les cellules souches pluripotentes localisées à la base des cryptes intestinales (van der 
Flier and Clevers, 2009; Heath, 1996). Deux théories ont été élaborées afin d’expliquer le 
mécanisme intervenant dans ce renouvellement : le modèle « classique » et  le modèle « 
## : » (van der Flier and Clevers, 2009). Ces deux modèles ne diffèrent que par la 
localisation des cellules souches et des cellules de Paneth au fond des cryptes intestinales. 
Proposé dans les années 1950, le « modèle classique » situe les cellules souches en 
position +4 par rapport au fond des cryptes, les cellules de Paneth occupant les 3 premières 
positions (Clevers, 2013; van der Flier and Clevers, 2009; Potten #', 1978, 2002) (%	

,). Après division les cellules néo-formées migrent et se différencient le long du villus, 
donnant les différents types cellulaires retrouvés au sein de l’épithélium intestinal. Cependant, 
ce modèle plaçant les cellules souches en position +4 n’a pas été confirmé et a laissé place 
quelques années plus tard au modèle de « stem cells zone »,  qui propose que les cellules 
souches CBC (Crypt Base Columnar) et les cellules de Paneth cohabitent dans un même 
compartiment à la base des cryptes intestinales  (Clevers, 2013) (%	
,). Après division 
des cellules souches, les cellules filles quittent cette zone pour aller en position +5, définie 
comme une origine commune de différenciation (van der Flier and Clevers, 2009). Quatre-
vingt-quinze pourcents des cellules souches se divisent de manière asymétrique donnant une 
nouvelle cellule souche et une cellule fille nommée « transit-amplifying daughter<. Une 
cellule souche peut parfois disparaitre en donnant naissance à deux cellules filles, ou se 
dupliquer en donnant deux nouvelles cellules souches. Les cryptes intestinales peuvent donc 
disparaitre. Pour compenser ce phénomène, les cryptes peuvent s’étendre par un phénomène 
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Au fur et à mesure que les cellules migrent le long de l’axe crypte-villus, elles perdent leur
capacité à proliférer au profit de la différenciation cellulaire, ce mécanisme est dépendant
d’un gradient de signalisation Wnt dont la source est au fond des cryptes intestinales.
(Modifiée d’après Gregorieff  #., 2005)











Les foyers de cryptes aberrantes correspondant à des anomalies de structure de la
muqueuse intestinale.











La maturation et la différenciation des cellules filles néo-formées en différent types 
cellulaires a lieu au cours de leur migration jusqu’à l’extrémité du villus. Seules certaines 
cellules migreront vers la base de la crypte pour renouveler les cellules de Paneth (Cheng and 
Leblond, 1974a, 1974b; Clevers, 2013; van der Flier and Clevers, 2009). L’activité de la voie 
de signalisation WNT (impliquée dans la prolifération cellulaire), de concert avec d’autres 
voies telles que Notch et BMP (impliquées respectivement dans le maintien des cellules 
progénitrices et dans l’inhibition de la voie WNT), est essentielle à une organisation correcte 
et au renouvellement de l’épithélium, ainsi qu’à la prolifération et au renouvellement des 
cellules souches (Vries  #', 2010). L’absence de signalisation WNT  )) bloque la 
prolifération cellulaire dans les cryptes intestinales et conduit à la destruction de l’épithélium. 
Un gradient de signalisation WNT existe le long de l’axe crypte-villus. A mesure que les 
cellules migrent et s’éloignent de la base des cryptes où se trouve la source de WNT, les 
cellules épithéliales intestinales perdent progressivement leur capacité à proliférer et se 
différencient  (Gregorieff #',2005) (%	
-). La voie WNT est également nécessaire à 
l’expression de récepteurs de surface et de leurs ligands impliqués dans l’organisation de 
l’épithélium. Des études placent aujourd’hui le point d’origine du développement tumoral 
intestinal au niveau des cellules souches (Barker #', 2009). 
'1'- #5**##=*)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La carcinogenèse colorectale débuterait dans un premier temps, après accumulation de 
mutations ou de modifications épigénétiques, par la formation de foyers de cryptes aberrantes 
issues d’une hyperprolifération des cellules épithéliales pluripotentes des cryptes intestinales 
(Boland and Goel, 2010) (%	
 .). Ces foyers de cryptes aberrantes peuvent donner 
naissance à des polypes qui sont des structures hyperplasiques (ou hyperprolifératives). Les 
polypes adénomateux ou adénomes précoces sont des structures dysplasiques composées de 
cellules présentant des altérations morphologiques et une dédifférenciation cellulaire. Les 
adénomes correspondent aux lésions précancéreuses et évoluent en adénomes tardifs (Fearon, 
2011; Markowitz and Bertagnolli, 2009). Plusieurs études ont montré que l’adénome est une 
lésion précoce dans le développement du CCR (Fearon, 2011; Rex #', 1993). De plus, il 
existe un risque augmenté de développer un CCR chez les patients pour lesquels les adénomes 
ne sont pas réséqués et la polypectomie diminue le risque de développer un CCR (Fearon, 





Le stade suivant est la formation d’un carcinome, c’est-à-dire d’une tumeur maligne. 
Les cellules tumorales peuvent ensuite quitter le foyer primitif en migrant au travers de la 
lame basale située sous l’épithélium pour atteindre la circulation sanguine et/ou lymphatique 
en passant entre les cellules endothéliales. Après migration, les cellules cancéreuses peuvent 
rejoindre un foyer secondaire tel que le foie ou les poumons afin de se développer et former 
une nouvelle tumeur ou métastase. Dans le cas du CCR, les métastases sont hépatiques dans 
75% des cas, pulmonaires dans 15%, osseuses dans 5% et cérébrales dans 5%. Elles peuvent 
être synchrones (découvertes en même temps que le cancer colique) ou métachrones 
(apparaissant de façon retardée, soit plus d’un an après l’exérèse de la tumeur primitive) 
(Scheele #', 1990). Cette longue séquence, depuis la première cellule dysplasique jusqu’au 
cancer invasif, a été nommée « séquence adénome-cancer » par Fearon et Vogelstein, et 
s’étend sur 10 à 15 ans d’évolution décrite par une succession d’événements moléculaires 
(Fearon and Vogelstein, 1990).  
'1'1 #5**##=*)#*#
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Dans le CCR sporadique, les altérations génétiques sont bien caractérisées en fonction 
des différents stades de la transformation cellulaire. Deux grandes voies moléculaires ont été 
définies : (i) la voie classique de l’instabilité chromosomique (CIN, 75 à 85% des CCR) (ii) et 
celle de l’instabilité des séquences microsatellites (15 à 20% des CCR) (Bond #', 2012; 
Pritchard and Grady, 2011). La voie CIN est souvent associée à des mutations au niveau des 
gènes >->	)#"#"/>	?, 
6, 6
@1 (6@1) et une instabilité chromosomique avec perte d’hétérozygotie de certains 
chromosomes. Par contre la voie MSI est associée à des altérations épigénétiques 
(méthylation) ou des mutations somatiques au niveau de gènes tels que celui codant la 
protéine MLH1, un acteur de la réparation des mésappariements d’ADN (MMR, Mismatch 
Mesappariement Repair) qui ont pour conséquence une instabilité microsatellitaire. 
'1'1'+*.##5**:$"
Si les CCR dits sporadiques, sans prédisposition particulière, sont les CCR les plus 
représentés, il existe également des CCR héréditaires et des CCR associés aux MICI (ou 
%	
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La transformation d’un épithélium normal en carcinome colorectal fait intervenir une
accumulation de mutations génétiques et de modifications épigénétiques induisant tout
d’abord la formation de foyers de cryptes aberrantes puis la formation d’adénomes
précoces et tardifs. Cette longue séquence, depuis la première cellule dysplasique jusqu’au
cancer invasif, a été baptisée « séquence adénome-cancer » par Fearon et Vogelstein. La
séquence adénome-cancer des patients atteints de cancers colorectaux sporadiques diverge
de celle observée chez les patients atteints de maladie inflammatoire chronique de
l’intestin de part l’ordre d’apparition des évènements mutationnels et épigénétiques.

















































colites). La chronologie des évènements mutationnels impliquée dans le développement 
tumoral diffère entre les CCR sporadiques et ceux associés aux colites  (Terzi #',2010)
(%	
 /). Les cancers colorectaux sporadiques présentent dans un premier temps des 
mutations dans le gène 
6, répresseur de la voie WNT/-caténine, qui sont à l’origine de la 
transition d’un épithélium normal à un épithélium hyperprolifératif. Le développement 
d’adénomes précoces et tardifs requiert, respectivement, une surexpression de COX-2 et des 
mutations de l’oncogène >	. Enfin des mutations dans le gène 6@1, impliqué dans les 
mécanismes de contrôle du cycle cellulaire, et une perte d’hétérozygotie (LOH, Loss Of 
Heterozygoty) au locus 18q sont à l’origine de la formation d’un carcinome colorectal (Jänne 
and Mayer, 2000) (%	
/). Dans le cas d’un CCR lié à une MICI, la mutation dans le gène 

6 intervient tardivement dans le développement alors que la mutation dans le gène 6@1
est un évènement précoce (Jänne and Mayer, 2000) (%	
 /). Cette différence dans la 
chronologie des évènements mutationnels intervenant dans les CCR sporadiques et ceux liés 
aux MICI est l’inflammation pourrait s’expliquer par l’inflammation (Grivennikov, 2013). En 
effet, les mutations p53 chez les patients atteints de CCR associés à une colite sont obervées 
au sein de la muqueuse enflammée, suggérant le rôle important de l’inflammation dans le 
développement tumoral chez ces patients. 
'1'1'-&#*##!*"**.
L’instabilité microsatellitaire est due à une défaillance du système MMR composé des 
protéines MSH2, MSH3, MSH6, MLH1, PMS1 et PMS2. Elle joue un rôle important dans la 
carcinogenèse colorectale. Environ 10 à 15% des cancers sporadiques présentent une 
instabilité microsatellitaire, caractérisée par des altérations dans de courtes séquences répétées 
(Heinimann, 2013). Lorsque plusieurs séquences (2 ou plus) sont mutées, il s’agit de MSI-H 
(High frequency MicroSatellite Intability) et lorsqu’une seule séquence est mutée, il s’agit de 
MSI-L (Low frequency MicroSatelllite Instability) décrite comme de meilleur pronostic 
(Fearon, 2011).  
Dans de nombreux cas de CCR MSI sporadiques, la méthylation d’îlots CpG présents 
dans les promoteurs est à l’origine de l’instabilité microsatellitaire observée (Boland and 
Goel, 2010). En effet, la méthylation des cytosines comprises dans ces régions permet une 
























L’augmentation de l’expression des oncomiRs et la diminution de l’expression des
miARNs suppresseurs de tumeurs participe à la mise en place de la carcinogenèse en
modulant l’expression d’oncogènes tels que >	
, ;%
, 61>, 
>- et ABC>+ ou
de gènes suppresseurs de tumeur comme  , 64, 6@16+, & +.
Ceci participe à la mise en place et au maintien de processus pro-tumoraux tels que la
prolifération cellulaire, la résistance à l’apoptose, la migration/invasion cellulaire et
l’angiogenèse.












































transcription, soit (ii) en induisant le recrutement de la machinerie de remodelage de la 
chromatine impliquée notamment dans sa condensation, conduisant à une extinction de 
l’expression génique (pour revue (Jones, 2012; Ordway and Curran, 2002)). Des études ont 
permis de montrer non seulement que la majorité des cancers sporadiques avec une MSI-H 
présentent une perte de l’expression de la protéine MLH1 (Herman  #', 1998), mais 
également que cette diminution est due à une hyperméthylation de son promoteur au niveau 
d’îlots CpG (Heinimann, 2013; Herman #',1998; Kane #', 1997; Sinicrope and Sargent, 
2012). La diminution d’expression des autres protéines du MMR est rare dans les cancers 
colorectaux sporadiques (Kheirelseid  #', 2013; Plaschke  #', 2002). Par ailleurs, 
l’augmentation de la méthylation survenant avec l’âge est accélérée dans le côlon en réponse 
à l’inflammation chronique (Boland and Goel, 2010; Kondo and Issa, 2004). 
Les microARNs (miARNs) sont de petits ARNs non codants de 21 à 24 nucléotides 
dont la fonction principale est la régulation post-transcriptionnelle des gènes en se fixant sur 
la région 3’UTR des ARNm, ce qui les conduit à la dégradation ou inhibe leur traduction. Une 
étude menée par Volinia et collaborateurs a permis d’établir, pour certains cancers dont le 
CCR, un profil d’expression des miARNs (Volinia #', 2006). Ainsi, les miR-21, miR-155 
et les clusters miR-17-92 et miR-106b-25 sont définis comme des oncomiRs, surexprimés 
chez les patients atteints de CCR, possédant des effets pro-tumoraux (Nishida  #', 2012; 
Schetter  #', 2008; Shibuya  #', 2010). En revanche, les miARNs suppresseurs de 
tumeurs tels que miR-143, miR-145 et miR-34a ont une activité anti-tumorale et sont 
diminués chez les patients atteints de CCR (Nugent  #', 2012; Slaby  #', 2007). La 
surexpression des oncomiRs et la diminution de l’expression des miARNs suppresseurs de 
tumeurs participent au développement tumoral en modulant les processus de prolifération et 
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Les cellules immunitaires sont les principales cellules productrices de composés
génotoxiques tels que les espèces oxygénées et nitrosées réactives (ROS/RNI) induisant
notamment des lésions de l’ADN au niveau des cellules épithéliales intestinales par des
mécanismes de transfert non identifiés à ce jour. Les signaux pro-inflammatoires peuvent
également être à l’origine, au niveau de cellules épithéliales intestinales, de modifications
épigénétiques (modulation de l’expression des miARNs et modifications des histones) et
de l’activation de voies signalisation de survie et de prolifération cellulaire telles que
AKT, STAT3, NF-B, COX-2, et la voie WNT/-caténine qui joue un rôle pivot dans la
formation et la croissance des adénomes.























En 1863, le pathologiste Rudolph Virchow établissait pour la 1ère fois une connexion 
entre inflammation et cancer en décrivant la présence de leucocytes au sein de lésions 
néoplasiques. Il émit l’hypothèse que l’origine du cancer pourrait se situer aux sites 
d’inflammation chroniques (Grivennikov #', 2010). Cette hypothèse a été depuis largement 
étayée. Un argument fort permettant de lier l’inflammation à la carcinogenèse colorectale est 
la diminution de 40 à 50% du risque de développer un CCR observée chez les patients qui 
utilisent à long terme (10-15 ans) des anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) et plus 
particulièrement l’aspirine (Chan #', 2007; Flossmann #', 2007; Rostom #', 2007a). 
La susceptibilité des patients atteints de MICI à développer un CCR étaye également 
l’hypothèse de l’implication de l’inflammation dans le développement tumoral (Cunningham 
 #', 2010). De plus, une susceptibilité augmentée à développer des tumeurs dans des 
modèles murins de carcinogenèse (les souris 
6Min/+ présentant une mutation dans le gène 

6 à l’état hétérozygote, et les souris traitées à l’azoxyméthane (AOM), un agent 
carcinogène) est observée lorsque les animaux sont traités avec du Dextran Sulfate Sodium 
(DSS), un agent chimique induisant des colites (Cooper  #', 2001; Neufert  #',2007). 
Selon le type de CCR considéré, l’inflammation chronique observée chez les patients pourrait 
résulter d’altérations génétiques (comme c’est le cas par exemple chez les patients atteints de 
MICI), de l’exposition à certains facteurs environnementaux (alimentation, détergents, 
émulsifiants, aluminium) et/ou de la colonisation anormale de la muqueuse intestinale par des 
agents infectieux colitogènes (Boleij and Tjalsma, 2012; Kraus and Arber, 2009). 
Les cellules immunitaires activées infiltrant la muqueuse intestinale et recrutées au 
sein de la tumeur joueraient un rôle promoteur dans la carcinogenèse en produisant des 
espèces oxygénées/nitrosées réactives tels que le peroxyde d’hydrogène (H2O2), le radical 
hydroxyle (HO-), l’anion superoxyde (O2-) et le monoxyde d’azote (NO)  (Mantovani#',
2008) @%	
 &&A. Elles produisent également des cytokines/chimiokines telles que l’IL-6, 
l’IL-8, le TNF-, l’IL-1), des éicosanoïdes (PGE2) et des facteurs de croissance tels que le 

































































La sécrétion par les cellules tumorales d’un cocktail de cytokines/chimiokines et
molécules chimioattractantes induit au site tumoral le recrutement, la différenciation et la
polarisation en macrophages de type M2 des monocytes sanguins. Ces macrophages
associés aux tumeurs, en produisant des cytokines, des facteurs de croissance et des
métalloprotéases, favorisent la mise en place de l’angiogenèse, de la prolifération et de
l’invasion tumorale participant activement au développement tumoral.




croissance dérivé des plaquettes (PDGF, Platelet-Derived Growth Factor)1La production de 
ces médiateurs de l’inflammation est orchestrée par des voies de signalisation clés telles que 
les voies NF-B, STAT3, AKT et la voie COX-2/PGE2. Ces médiateurs de l’inflammation 
vont impacter sur le développement tumoral, en inhibant l’apoptose, en stimulant des 
processus pro-tumoraux tels que l’angiogenèse et la prolifération cellulaire et en favorisant le 
recrutement et l’activation de cellules immunitaires au sein du microenvironnement tumoral 
(Grivennikov #', 2010; Porta #',2009).  
L’infiltrat inflammatoire tumoral est principalement composé de macrophages, 
représentant la population cellulaire majoritaire, de neutrophiles, de cellules dendritiques et de 
cellules « #(## » (NK) (Fridman #', 2012). Les cellules du système immunitaire 





Le recrutement des macrophages au site tumoral est un phénomène précoce dans la 
carcinogenèse colorectale et fait intervenir un cocktail de cytokines, chimiokines et facteurs 
de croissance tels que le ligand de chimiokine 2 (CCL2, Chemokine Ligand 2 ou MCP-1, 
Monocyte Chemotactic Protein-1), le ligand de chimiokine 5 (CCL5,Chemokine Ligand 5), 
VEGF, le Transforming Growth Factor Beta(TGF-) ou les facteurs stimulant les colonies de 
granulocytes ou de macrophages tels que le GM-CSF (Granulocyte Colony Stimulating 
Factor) et M-CSF (Macrophages Colony Stimulating Factor) ou CSF-1 (Colony Stimulating 
Factor 1), qui sont impliqués dans l’attraction et la différenciation des monocytes sanguins en 
macrophages (Bingle  #', 2002; Erreni  #', 2011; Sica  #., 2008) (%	
 &(). 
Contrairement aux souris 
6Min/+, les animaux 
6Min/+36+-/- présentent une réduction 
d’environ 40% du nombre de macrophages au sein des polypes associée à une diminution de 
20% et 45% du nombre et de la taille des tumeurs, respectivement (McClellan #., 2012). 
Par ailleurs, l’implication majeure de l’hypoxie dans le recrutement des macrophages a été 
démontrée en modèle murin de carcinogenèse associée à une colite (AOM/DSS) dans lequel 





Inducible Factor 1 alpha) induit une réduction de l’infiltration macrophagique au site tumoral 
associée à une diminution de la taille, du nombre et de la vascularisation des tumeurs /$
#., 2014). 
'-'- #"#"##
Les macrophages jouent un rôle majeur dans la carcinogenèse colorectale, comme le 
suggère l’altération du développement tumoral et la diminution de 80% du nombre de polypes 
chez les souris 
6Δ716D comparativement aux souris contrôles 
6Δ716. Les animaux

6Δ716D sont prédisposés au développement de CCR et présentent une diminution du 
nombre de macrophages dans la plupart des tissus due à une mutation dans le gène %+, 
impliqué dans le recrutement des macrophages (Oguma #., 2008). De plus, une diminution 
du poids, du volume et de la vascularisation des tumeurs coliques et une absence de 
métastases a été mise en évidence dans un modèle murin orthotopique traité avec du 
chlorodate, une molécule induisant une déplétion en macrophages, comparativement aux 
animaux non traités (Kruse #., 2013).  
Plusieurs études indépendantes ont démontré que l’infiltration des macrophages en 
périphérie de la tumeur corrèle avec un bon pronostic des patients atteints de CCR et une 
diminution des métastases hépatiques (Algars #', 2012; Forssell #', 2007; Funada#.,
2003; Sugita #', 2002; Zhou #., 2010, 2010). L’activité anti-tumorale des macrophages 
péri-tumoraux nécessite un contact direct avec les cellules tumorales et contrairement aux 
macrophages présents en zone non tumorale, les macrophages péri-tumoraux expriment FasL, 
une molécule induisant un signal de mort cellulaire, ce qui est associé à une augmentation de 
l’apoptose des cellules tumorales chez les patients atteints de CCR (Forssell  #', 2007; 
Sugita  #., 2002). A l’inverse Bailey et collaborateurs ont mis en évidence que le 
recrutement des macrophages au sein des tumeurs, principalement dans les zones nécrotiques 
et hypoxiques ) la sécrétion par les cellules tumorales de cytokines et chimiokines, IL-8 et 
CCL2, n’est pas un  indicateur de bon pronostic (Bailey #., 2007). De plus, l’accumulation 
des macrophages et la sécrétion de ces chimiokines augmentent avec le stade TNM des 
patients.  
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En fonction des stimuli auxquels ces cellules sont confrontées, les macrophages peuvent
subir des reprogrammations transcriptionnelles les conduisant à exprimer des fonctions
différentes. Schématiquement les macrophages peuvent avoir une polarisation de type M1
(activation dite « classique ») ou de type M2 (activation dite « alternative »), ces deux
états de polarisation représentant un continuum d’états fonctionnels. En fonction de leur
polarisation, les macrophages vont notamment exprimer des marqueurs de surface
différents et sécréter des profils de cytokines/chimiokines différents. De manière générale,
les macrophages de types M1 sont de puissants producteurs de radicaux libres et de
cytokines pro-inflammatoires et participent à la mise en place d’une réponse Th1. Ils sont
impliqués dans l’élimination de pathogènes intracellulaires et ont des fonctions anti-
tumorales. Les macrophages de type M2 sont impliqués dans l’établissement d’un
environnement immunosuppresseur, d’une réponse Th2 et sont faiblement bactéricides. Ils
possèdent des fonctions pro-tumorales en participant notamment au remodelage tissulaire
et à la mise en place de l’angiogenèse.

































































En fonction de leur localisation et en réponse à des signaux environnementaux, les 
macrophages sont sujets à des reprogrammations transcriptionnelles conduisant à l’émergence 
de phénotypes distincts, M1 (activation classique) et M2 (activation alternative), représentant 
un continuum d’états fonctionnels (%	
 &)). La différenciation et la polarisation en 
macrophages de type M1 requiert la présence de stimuli tels que le tumor necrosis factor 
alpha (TNF-), l’nterféron gamma (INF-), le lipopolysaccaride bactérien (LPS) et le GM-
CSF (Erreni  #', 2011). Alors que des molécules sécrétées par le microenvironnement 
tumoral telles que l’IL-6, M-CSF, PGE2, TGF- ou l’IL-10 sont capables d’orienter la 
polarisation des macrophages vers un phénotype de M2. Ainsi, l’exposition des macrophages 
péri-tumoraux aux cytokines/chimiokines sécrétées par le microenvironnement tumoral serait 
moins importante que celle des macrophages intra-tumoraux et ils se différencieraient donc en 
macrophages possédant un phénotype anti-tumoral (M1) plutôt que pro-tumoral (M2). 
'-'1 6##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Les macrophages de type M1 sont décrits pour être de puissants producteurs de 
radicaux libres et de cytokines pro-inflammatoires (TNF-, IL-1, IL-6, IL-12 et IL-23) et 
participent à la mise en place d’une réponse immunitaire de type Th1 (Grivennikov  #.,
2010; Verreck #', 2004). Ils sont impliqués dans l’élimination de pathogènes et exercent 
également une activité cytotoxique vis-à-vis des cellules cancéreuses ) le relargage de 
molécules cytotoxiques telles que le monoxyde d’azote (NO, Nitric Oxyde) ou 
d’intermédiaires des espèces oxygénées réactives (Gordon and Taylor, 2005; Mantovani 
#', 2005). Les macrophages de type M1 participeraient donc à une 1ère ligne de défense 
contre les pathogènes et les cellules tumorales. D’ailleurs, l’infiltration de macrophages M1 
au site tumoral serait associée à un bon pronostic chez les patients atteints de CCR (Edin 
#', 2012).  
A l’inverse, les macrophages de type M2, dont la présence est augmentée dans les 
tissus tumoraux des patients de CCR et des souris 
6Min/+, possèdent une activité pro-
tumorale (Bailey #., 2007; Biswas #', 2006; Nakanishi #., 2011; Siveen and Kuttan, 
2009; Zhang #., 2013). Ils possèdent de faibles capacités de présentation de l’antigène et 
sont impliqués dans l’établissement d’une réponse de type Th2 (Erreni  #', 2011). Ces 
macrophages sont capables de moduler de nombreux processus du développement tumoral. A 
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L’acide arachidonique (AA), libéré de la membrane plasmique par la phospholipase A2
(PLA2), est le point de départ de la synthèse des prostaglandines (PGs) et du thromboxane
(TX). Les cyclooxygénases (COX) interviennent dans les premières étapes de la
conversion de l’AA en PGG2 puis PGH2, à partir de laquelle les prostaglandines synthases
(PGS) et thromboxane synthase (TXS) catalysent la synthèse de PGE2, PGD2, PGF2,
PGI2, TXA2. Les fonctions biologiques des PGs et TXs passent par leur fixation sur des
récepteurs spécifiques que sont EP (PGE2), DP (PGD2), FP (PGF2), IP (PGI2), TP (TXA2).
L’enzyme 15-PDGH ("# $") est impliquée dans la dégradation de
PGE2.



















titre d’exemple, une étude récente a mis en exergue l’implication des macrophages de type 
M2 dans le développement tumoral et plus particulièrement la croissance tumorale (Kaler 
#., 2009). Ceci fait intervenir la synthèse de la cytokine IL1-, capable d’induire ) en 
cellules épithéliales intestinales la voie de signalisation PI3K (PhosphatidylInositol 
triphosphate Kinase)/AKT, impliquée notamment dans la survie/croissance cellulaire et la 
résistance à l’apoptose. Par ailleurs, les macrophages de type M2 sont également capables de 
moduler  )) les processus angiogéniques, dont la mise en place est indispensable au 
développement tumoral, notamment ) la sécrétion du facteur de croissance VEGF (Barbera-
Guillem  #., 2002). Les macrophages de type M2 participent également à la transition 
épithélio-mésenchymateuse, correspondant à une dédifférenciation cellulaire associée à la 
progression tumorale et à la formation de métastases, en sécrétant dans l’environnement 
tumoral la cytokine TGF- (Erreni  #., 2011). Ils sont aussi capables de promouvoir la 
migration et l’invasion des cellules tumorales en sécrétant les métalloprotéases MMP2 et 
MMP9, impliquées dans les processus d’invasion cellulaire ) la dégradation de la matrice 
extracellulaire et le clivage de molécules d’adhésion cellulaire telle que l’E-cadhérine, et les 





Les protéines appartenant à la famille des cyclo-oxygénases (COX) sont localisées 
dans le réticulum endoplasmique et près de la membrane nucléaire (Chandrasekharan and 
Simmons, 2004). Il en existe 3 isoformes nommées COX-1, COX-2 et COX-3, cette dernière 
étant un variant d’épissage de COX-1 dont le rôle est à ce jour mal défini (Greenhough #.,
2009).  
Les COXs sont des enzymes intervenant dans la synthèse des prostaglandines (PGs) à 
partir de l’acide arachidonique (AA) préalablement libéré de la membrane plasmique par 
l’action de la pospholipase-A2 (Chandrasekharan and Simmons, 2004; Chun and Surh, 2004; 
Greenhough #', 2009) (%	
&*). Les COXs interviennent dans les étapes initiales de la 
synthèse des prostaglandines en catalysant la transformation de l’AA en prostaglandine G2 





est le précurseur de la synthèse des prostaglandines et du thromboxane qui sont formés suite à 
l’action de prostaglandines synthases pour donner le thromboxane A2 (TXA2), les 
prostaglandines I2 (PGI2), -D2 (PGD2), -F2 (PGF2) et -E2 (PGE2). Le taux intracellulaire de 
PGE2 est dépendant d’un équilibre entre sa synthèse par les COXs et sa dégradation par 
l’enzyme 15-hydroxyprostaglandine déshydrogénase (15-PGDH), dont l’expression est 
diminuée dans les carcinomes colorectaux comparativement au tissus sains (Backlund #., 
2005; Wang and Dubois, 2010a). Chacun de ces lipides bioactifs exerce un rôle dans des 
processus physiologiques ou pro-tumoraux en se fixant sur des récepteurs spécifiques tels que 
DP pour PGD2, EP (EP1-4) pour PGE2, FP pour PGF2, IP pour PGI2, et TP pour TXA2
(Chandrasekharan and Simmons, 2004; Sobolewski #., 2010; Wang and Dubois, 2010a) 
(%	
&*).   
L’expression de COX-1 est constitutive dans la plupart des tissus de l’organisme dont 
le rein, le poumon, l’estomac, l’intestin grêle et le côlon. Elle permet le maintien d’un niveau 
basal de prostaglandines essentiel au maintien de l’homéostasie tissulaire, en modulant de 
nombreux processus cellulaires tels que la prolifération ou l’angiogenèse (Chandrasekharan 
and Simmons, 2004; Sobolewski  #., 2010). A l’inverse, COX-2 n’est pas exprimée en 
condition physiologique, sauf dans le système nerveux central, les reins et les vésicules 
séminales (Adegboyega and Ololade, 2004; Kirschenbaum #., 2000; Svensson and Yaksh, 
2002). En revanche, COX-2 est surexprimée dans de nombreux cancers tels que les cancers 
colorectaux, pulmonaires, prostatiques, cervicaux, ovariens, gastriques, pancréatiques, et le 
cancer du sein (Allaj #., 2013). C’est une forme inductible, dont l’expression est induite 
par des cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL1-, le TNF, l’INF, l’IL-6 ; le LPS  
bactérien ; des hormones telles que la FSH (Follicle-Stimulating Hormone), la LH 
(Luteinizing Hormone) et les œstrogènes ; des facteurs de croissance comme EGF, PDGF et 
le facteur de croissance des fibroblastes (FGF, Fibroblast Growth Factor) (Ramsay  #',
2003; Tanabe and Tohnai, 2002). Une 3ème isoforme COX-3, exprimée majoritairement dans 
le cerveau, a pu être identifiée chez le rat comme étant un variant d’épissage de COX-1 (Kis 






Chez l’Homme, une surexpression de COX-2 est observée dans 50% des adénomes et 
85% des carcinomes colorectaux et une augmentation des ARNm COX-2 est observée dans 
80% des tumeurs colorectales (Eberhart #., 1994; Roelofs #', 2014). La surexpression 
de COX-2 augmente avec l’agressivité des tumeurs, la localisation tumorale avec une 
expression plus important sur le front invasif (correspondant au bord de la tumeur), 
comparativement au centre de la tumeur, et est associée à un mauvais pronostic des patients 
atteints de CCR (Cianchi #', 2010; Elzagheid #., 2013; Ogino #', 2008). Au sein des 
tumeurs colorectales, COX-2 est exprimée dans les cellules épithéliales, les fibroblastes, les 
macrophages et les cellules endothéliales (Gupta and Dubois, 2001). 
Des études cliniques ont mis en évidence que les effets protecteurs de l’aspirine vis-à-
vis du développement tumoral décrits précédemment ne sont observés que pour les patients 
développant des tumeurs colorectales où COX-2 est surexprimée comparativement aux 
patients porteurs des tumeurs colorectales sans expression de COX-2 (Chan #', 2007). Par 
ailleurs, l’utilisation pendant 10 à 15 ans d’inhibiteurs de cyclo-oxygénases (COXIBs, Cyclo-
OXygenases InhiBitors) permet de réduire de 40 à 50% le risque de développer un CCR chez 
des patients qui avaient déjà développé des adénomes, et permet de diminuer le nombre de 
polypes développés par les patients atteints de PAF (Chan  #', 2007; Flossmann  #', 
2007; Rostom  #., 2007b; Sandler  #', 2003; Steinbach  #., 2000). Cependant, ces 
molécules possèdent des effets délétères. En effet, l’utilisation récurrente de Celecoxib® (un 
inhibiteur spécifique de COX-2) est associée à des pathologies du système cardio-vasculaire, 
avec notamment une augmentation de 2 à 3 fois du risque de développer une thrombose 
cardio-vasculaire (Bertagnolli  #., 2006; Solomon  #', 2006). Les AINS, quant à eux, 
possèdent également des effets secondaires et sont connus pour induire l’apparition de 
nausées ainsi que d’ulcères gastriques pouvant aller jusqu’à la perforation de l’estomac 
(Wolfe #., 1999).  
De nombreux arguments expérimentaux ont démontré le rôle pivot de COX-2 dans la 
carcinogenèse colorectale. La délétion du gène codant la protéine COX-2 ou l’utilisation 
d’inhibiteurs spécifiques chez des souris 
6Min/+et 
6Δ716, prédisposées au développement 





2000; Lal #., 2001; Oshima #', 1996, 2001). COX-2 pourrait également jouer un rôle 
dans le développement du CCR chez des patients atteints de MICI comme le suggère la 
diminution du nombre de tumeurs coliques observées chez des souris traitées avec de l’AOM 
et du DSS (modèle de CCR associée à une colite) et un inhibiteur spécifique de COX-2 
(Kohno #', 2005). Par ailleurs, une étude comparative récente portant sur l’effet des AINS, 
ciblant ou non spécifiquement COX-2, sur la formation des foyers de cryptes aberrantes dans 
un modèle de rat traité à l’AOM suggère que l’inhibition de COX-2 par les AINS confèrerait 
une protection contre la formation de foyer de cryptes aberrantes (Martin #', 2013). 
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Le rôle pivot de COX-2 dans la carcinogenèse colorectale est attribué à son produit de 
synthèse majoritaire PGE2, dont la synthèse est augmentée dans les adénomes et carcinomes 
colorectaux comparativement à la muqueuse saine de ces mêmes patients (Pugh and Thomas, 
1994; Rigas #., 1993; Yang #', 1998). De plus, chez des patients atteints de PAF, le taux 
de PGE2 au site tumoral augmente avec la taille des adénomes (Yang  #', 1998). Par 
ailleurs, la prévention du développement d’adénomes chez les patients PAF est plus efficace 
lorsque le taux de prostaglandines tissulaires est réduit par un traitement avec des AINS 
(Giardiello  #., 2004). De nombreuses études menées en modèle animal ont permis 
d’appuyer le rôle clé joué par PGE2 dans le développement du CCR. Il a été montré, en 
modèle de souris 
6Min/+, que le taux de PGE2 au site tumoral augmente avec la taille des 
adénomes (Kettunen #', 2003). De plus, l’administration de PGE2 induit une augmentation 
du nombre de tumeurs chez des souris 
6Min/+et des rats traités à l’AOM, comparativement 
à des animaux non traités avec PGE2 (Kawamori #', 2003; Wang #', 2004, 2005). Par 
ailleurs, la délétion du gène codant l’enzyme déshydrogénase des prostaglandines (15-PGDH, 
15-ProstaGlandin DesHydrogenase), impliquée dans la dégradation de PGE2, induit une 
augmentation du nombre de tumeurs chez des souris 
6Min/+ et des souris traitées à l’AOM 
(Myung #', 2006). En revanche, le blocage spécifique de PGE2 par l’administration d’un 
anticorps anti-PGE2 induit un retard de croissance de tumeurs transplantées chez la souris 
(Stolina #', 2000).  
Le rôle central qu’exerce PGE2 dans la carcinogenèse colorectale repose sur des effets 





(EP1, EP2, EP3 et EP4) qui appartiennent à la famille des récepteurs couplés à une protéine G 
(Wang and Dubois, 2010b). Ces récepteurs sont exprimés en condition physiologique au 
niveau de la membrane plasmique des cellules de l’épithélium colique, de la # et 
des cellules musculaires longitudinales (Hull #', 2004). Chez l’Homme, les 4 sous-types de 
récepteurs de PGE2 sont surexprimés dans les tumeurs colorectales comparativement à la 
muqueuse non tumorale, EP4 présentant l’expression la plus élevée (Chell  #', 2006; 
Doherty #', 2009a; Hawcroft #', 2007; Wu #', 2010). L’augmentation des ARNm 
d’EP2 et EP4 observée dans les tissus tumoraux des patients atteints de CCR est indépendante 
du stade tumoral. L’augmentation de l’expression d’EP4 est plus importante dans les 
carcinomes que dans les adénomes colorectaux chez les patients atteints de CCR, suggérant 
une augmentation séquentielle de l’expression EP4 au cours de la progression tumorale (Chell 
 #., 2006; Gustafsson  #', 2007). Par ailleurs, l’analyse par PCR quantitative de 
l’expression des récepteurs de PGE2 a révélé une augmentation de l’expression de EP1, EP2 
et EP4 dans les tumeurs colorectales de souris traitées à l’AOM et des souris APC716
comparativement à la muqueuse non tumorale adjacente (Kawamori #., 2003; Mutoh #',
2002; Sonoshita #., 2001).  
Plusieurs études  )) ont démontré que la délétion des récepteurs EP1 et EP4 ou 
l’utilisation d’antagonistes spécifiques de ces récepteurs réduisent la formation de foyers de 
cryptes aberrantes, l’incidence, le nombre et la taille des tumeurs colorectales des souris 

6Min/+ et des souris et rats traitées à l’AOM, suggérant l’implication de ces récepteurs dans 
la carcinogenèse colorectale (Kawamori #., 2001, 2005; Mutoh #., 2002; Niho #., 
2005; Watanabe #., 1999). De plus, l’utilisation d’un antagoniste d’EP1 ou d’ EP4 diminue 
la croissance tumorale dans un modèle de xénogreffe (O’Callaghan #., 2013; Yang #., 
2006). Par ailleurs, l’invalidation du gène 6- chez des souris APC716 induit une diminution 
de la taille et du nombre de tumeurs colorectales comparativement aux animaux exprimant le 
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A l’état basal, le complexe protéique composé de protéine APC, AXIN et GSK-3 est
impliqué dans la séquestration cytoplasmique, la phosphorylation et l’orientation vers une
dégradation par le protéasome de la -caténine. La fixation de PGE2 sur son récepteur EP-
4, couplé à une protéine Gs, induit la phosphorylation de l’AXIN, ce qui a pour
conséquence le relargage de la protéine GSK-3 et la dissolution du complexe de
destruction de la -caténine. De manière concomitante, la fixation de PGE2 induit la
phosphorylation de AKT qui phosphoryle à son tour GSK-3 la rendant inactive. Tout ceci
concourt au relargage de la -caténine dans le cytoplasme, qui peut alors transloquer dans
le noyau et activer l’expression de gènes cibles tels que $, $# + et -,
induisant ainsi une boucle d’amplification. Par ailleurs la surexpression de COX-2 en
cellules épithéliales intestinales est impliquée dans la diminution de l’expression du
récepteur au TGF-, ce qui participe à l’insensibilité des cellules aux signaux anti-
prolifératifs.
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Le rôle de PGE2 dans la carcinogenèse colorectale sera illustré ci-après par sa capacité 






Le gradient d’expression du ligand WNT dans les cryptes intestinales permet la mise 
en place d’une prolifération cellulaire accrue au fond des cryptes, qui diminue lors de la 
migration des cellules le long des cryptes au profit de la différenciation cellulaire pour donner 
les différents types cellulaires composant l’épithélium intestinal. L’expression anormale de 
COX-2, au niveau du microenvironnement tumoral, et donc la production de PGE2 et 
l’activation de la voie WNT/-caténine qui en découle pourrait être à l’origine du blocage de 
la différenciation au profit d’une prolifération exacerbée et la mise en place d’un phénotype 
immortalisé (Greenhough #', 2009). PGE2 est capable de moduler ) la prolifération 
cellulaire de cellules épithéliales intestinales en activant la voie de signalisation WNT/-
caténine en se fixant sur le récepteur EP2 (Castellone #., 2005) (%	
&+). Une boucle 
d’amplification entre la synthèse de PGE2 et l’activation de la voie WNT/-caténine a été 
mise en évidence (Wu  #., 2010). En effet, l’activation de la voie WNT/-caténine 
dépendante de l’activation des récepteurs EP1 et EP4 conduit à l’augmentation de 
l’expression de COX-2. Au cours de la carcinogenèse, les cellules deviennent insensibles aux 
signaux antiprolifératifs tels que ceux induit par la voie TGF- (Tsujii and DuBois, 1995).  La 
diminution de l’expression du récepteur au TGF- induite par une surexpression de COX-2 




Le maintien de l’homéostasie tissulaire nécessite un équilibre entre l’apoptose et la 
prolifération cellulaire. L’apoptose est un processus de mort cellulaire programmée qui 
intervient dans le contrôle du nombre de cellules et l’élimination de cellules endommagées ou 
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Le rôle de PGE2 dans la résistance à l’apoptose des cellules épithéliales intestinales réside
entre autre dans sa capacité à induire l’expression de la protéine anti-apoptotique BCL-2
et au contraire à inhiber l’expression de la protéines pro-apoptotique BIM. En effet la
protéine pro-apoptotique Bim est impliquée dans la formation de pores au niveau de la
membrane des mitochondries ayant pour conséquence une fuite du contenu mitochondrial
entraînant l’apoptose cellulaire. L’interaction de la protéine anti-apoptotique BCL-2 avec
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La stimulation des cellules épithéliales intestinales par PGE2 conduit à la synthèse et la
sécrétion de facteurs pro-angiogéniques tels que les facteurs de croissance des cellules
endothéliales (VEGF) et des fibroblastes (FGF2) et de la chimiokine CXCL1. Ces facteurs
pro-angiogéniques vont induire, au niveau des cellules endothéliales, la migration
cellulaire ainsi que la formation de micro-vaisseaux, conduisant à la mise place d’une néo-






















cellulaire à l’apoptose est associée à une augmentation de l’expression de la protéine anti-
apoptotique B-cell lymphoma 2 (BCL-2), et une réduction de 60% de l’apoptose des cellules 
épithéliales intestinales surexprimant EP4 a pu être observée en réponse à une stimulation par 
PGE2 (Hawcroft #', 2007; Sheng #', 1998) (%	
&,). Au contraire, une inhibition de 
COX-2 en cellules épithéliales intestinales, conduisant à une diminution de la synthèse de 
PGE2, induit une augmentation de la protéine pro-apoptotique Bim et par conséquent une 
induction de l’apoptose cellulaire /Lev-Ari#.,2006; Doherty#., 2009b; Greenhough
#., 2010). Cependant une étude indépendante a mis en évidence que la diminution de la 
synthèse de PGE2 ne suffisait pas à elle seule pour induire l’apoptose, suggérant que PGE2 est 
nécessaire mais pas suffisante pour induire ce processus cellulaire (Lev-Ari  #', 2007). 
Outre les effets directs sur le développement tumoral, les propriétés anti-apoptotiques de 
PGE2 peuvent causer une résistance aux traitements anti-cancéreux, comme cela a été 
démontré  ) par une diminution de l’apoptose cellulaire induite par des radiations 








L’augmentation de l’expression de COX-2 observée dans les tumeurs colorectales de 
patients atteints CCR est corrélée avec l’augmentation de la densité vasculaire, suggérant le 
rôle majeure de COX-2 et PGE2 dans les processus angiogéniques (Cianchi  #', 2001, 
2010). De nombreuses études indépendantes ont mis en évidence l’implication de PGE2 dans 
l’angiogenèse, notamment par sa capacité à induire l’expression des facteurs pro-
angiogéniques majeurs VEGF, FGF et la chimiokine pro-angiogénique CXCL1 en cellules 
épithéliales intestinales (Tsujii  #', 1998; Wang  #', 2006) (%	
 &-). Ceci induit la 
migration des cellules endothéliales et la formation de micro-tubes, dans des systèmes de co-
culture. Les récepteurs EP2 et EP3 semblent jouer un rôle important dans la mise en place de 
processus angiogéniques au cours du CCR. En effet, aucune augmentation de la formation de 
micro-vaisseaux au niveau de polypes de 1-2 mm n’a été observée dans un modèle murin 
APC
716 invalidé pour le gène 6-, comparativement au souris APC
716EP2+/+, dans lequel la 
formation de micro-vaisseaux augmente avec la taille des polypes (Seno  #', 2002). Par 
ailleurs, une réduction de la croissance tumorale liée à un défaut de mise en place de 
l’angiogenèse a été observée dans un modèle de xénogreffe chez les animaux 61D, 
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PGE2 est capable d’induire, en cellules épithéliales intestinales, la synthèse et la sécrétion
de métalloprotéases (MMP) telles que MMP2 et MMP9 ayant entre autre pour rôle de
digérer la matrice extracellulaire. Les cellules tumorales peuvent ainsi regagner la
circulation sanguine par intravasation et disséminer dans l’organisme. La migration des























2003). Les métastases hépatiques de patients atteints de CCR traités avec un inhibiteur de 
COX-2 présentent une diminution de 60% de la synthèse de PGE2 associée à une diminution 
de 29% de la densité en micro-vaisseaux au sein des métastases, soulignant le rôle important 
de PGE2 dans le développement de micro-vaisseaux aux sites métastatiques (Fenwick #.,
2003). 
La migration cellulaire est un phénomène requis pour la mise en place de 
l’intravasation des cellules tumorales dans la circulation sanguine conduisant à la mise en 
place de métastases. Une diminution de la formation de métastases hépatiques et pulmonaires 
a été mise en évidence en réponse au traitement par des inhibiteurs de COX-2 dans des 
modèles de xénogreffes de cellules épithéliales intestinales cancéreuses (Ninomiya  #',
2012; Nishikawa #', 2004; Yao #', 2003). De plus, les tumeurs issues de l’implantation 
de cellules épithéliales intestinales cancéreuses, au niveau de la capsule splénique dans un 
modèle orthotopique traité avec un inhibiteur spécifique de COX-2, possèdent une diminution 
de la sécrétion de PGE2, de l’expression des métalloprotéases MMP2 et MMP9 (impliquées 
dans la digestion de la matrice extracellulaire et la migration cellulaire) et une diminution de 
l’incidence des métastases hépatiques (Yao #', 2003) (%	
&.). Des études ont montré 
que PGE2 induit une réorganisation du cytosquelette et augmente la migration et l’invasion de 
cellules cancéreuses coliques en activant le récepteur de l’EGF (EGFR, Epidermal Growth 
Factor Receptor), la voie de signalisation PI3K, en augmentant l’expression du récepteur au 
VEGF (VEGFR1, Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 1) (Buchanan #', 2003; 





Les macrophages représentent les principaux producteurs de COX-2 (Bamba  #',
1999; Chapple  #., 2000; Hull  #', 1999). COX-2 et PGE2 sont impliquées dans 
l’expression, par les macrophages, de nombreux facteurs pro-tumoraux tels que la 
métalloprotéase MMP9 et COX-2, générant ainsi une boucle d’amplification (Díaz-Muñoz
#', 2012; Pavlovic  #', 2006; Steenport  #., 2009). Par ailleurs, COX-2 joue un rôle 
essentiel dans la polarisation des macrophages de type M2 au site tumoral (Nakanishi #.,
2011). En effet les macrophages des souris traitées avec un inhibiteur spécifique de COX-2 





profit des macrophages M1 anti-tumoraux, suggérant que l’inhibition de COX-2 induit une 
repolarisation des macrophages. Cependant,  ), l’inhibition de COX-2 ne suffit pas à 
induire la reprogrammation des macrophages M2, suggérant l’implication d’autres facteurs 
sécrétés dans le microenvironnement. A l’inverse, O’Callaghan et collaborateurs ont montré 
que le blocage de EP1, )), induit une diminution de l’infiltration des macrophages au site 
tumoral sans repolarisation de ces derniers (O’Callaghan #', 2013). 
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La composition et la densité microbienne augmente de manière croissante le long du
tractus digestif, atteignant son maximal dans le côlon avec 1011-1012 bactéries par gramme
de contenu luminal.








































Dès la naissance, le tube digestif est colonisé par de nombreux micro-organismes qui 
vont établir une relation mutualiste avec leur hôte (Candela, 2014). Ce microbiote constitue 
une biomasse très importante, comprenant notamment des centaines d’espèces bactériennes 
différentes. Ce microbiote intestinal est à l’origine d’une intense activité fonctionnelle qui le 
rend physiologiquement très important. On parle d’ « organe microbien » faisant partie 
intégrante de l’hôte (O’Hara and Shanahan, 2006). La densité de cette flore varie le long du 
tractus gastro-intestinal (%	
&/). Elle est assez faible, de l’ordre de 100  à 102 bactéries par 
gramme de contenu luminal au niveau stomacal, duodénal et jéjunal puis augmente au niveau 
de l’iléon avec 107 à 108 bactéries par gramme de fèces (Sartor, 2008). La diversité et la 
densité de la population bactérienne atteignent leur maximum dans le côlon avec 1011 à 1012
bactéries par gramme de fèces.  
La microflore intestinale exerce de nombreuses fonctions physiologiques, dont les 
principales sont (i) le développement et la maturation du tractus gastrointestinal, (ii) la 
digestion d’aliments, la synthèse de vitamines et la bioconversion de métabolites (iii) la 
maturation et l’éducation du système immunitaire et (iv) une fonction de barrière par laquelle 
elle s’oppose à la colonisation par des micro-organismes pathogènes (Cerf-Bensussan and 
Gaboriau-Routhiau, 2010; Walter and Ley, 2011). Des dysbioses du microbiote intestinal 
pourraient également conduire à des modifications fonctionnelles profondes de celui-ci 
rompant l’homéostasie intestinale et favorisant le développement du CCR. 
 En dehors des facteurs de risque d’origine génétique/héréditaire, les facteurs de risque 
significativement associés au cancer colorectal inclus l’alimentation (régimes riches en 
graisse, sucre et viande rouge), la consommation excessive d’alcool et l’inflammation 
chronique de l’intestin. Chacun de ces facteurs est associé à des modifications ou altérations 
du microbiote intestinal, appelées dysbioses. Or le microbiote, au travers du dialogue qu’il 
établit avec l’épithélium intestinal, joue un rôle essentiel dans l’homéostasie, en particulier il 
assure le maintien d’un équilibre entre la prolifération, la mort cellulaire, la régulation de la 
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La stimulation des récepteurs de l’immunité innée Toll-like (TLR) et NOD-like (NLR) par
des composés bactériens tels que le lipopolysaccharide, le peptidoglycane ou des acides
nucléiques, active les voies de signalisation NF-kB, MAPkinases et PI3K. MyD88 est
RICK sont des adaptateurs communs à de nombreux récepteurs TLR et NLR,
respectivement. L’activation de telles voies de signalisation induit l’expression de gènes
impliqués principalement dans la réponse inflammatoire et la carcinogenèse.





composition et des capacités fonctionnelles du microbiote intestinal sont suspectées 
d’impacter le développement tumoral.   
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Au quotidien, la muqueuse intestinale est au contact d’un grand nombre de molécules 
microbiennes et de micro-organismes commensaux et/ou pathogènes. Les cellules épithéliales 
intestinales doivent rapidement détecter la présence des micro-organismes pathogènes afin de 
mettre en place une réponse immunitaire adaptée, tout en assurant le maintien d’une réponse 
immunitaire modérée ou « tolérante » face aux micro-organismes commensaux non 
pathogènes (Cario, 2005). Le dialogue entre la muqueuse intestinale et le microbiote qui 
permet de maintenir un état homéostatique est assuré notamment par des récepteurs de 
l’immunité innée (PRR, Pattern Recognition Receptor) ; les récepteurs Toll-like et NOD-like 
(TLR, Toll-Like Receptor et NLR, NOD-Like Receptor) avec respectivement une localisation 
membranaire (membrane cytoplasmique ou endosomale) et cytoplasmique.  
Le pouvoir discriminant des TLRs et des NLRs face aux éléments du « soi » et du 
« non soi » microbien est basé sur la reconnaissance de motifs moléculaires associés aux 
pathogènes (PAMPs, Pathogens Associated Molecular Pattern) (Karin and Greten, 2005). La 
fixation des PAMPs sur les TLRs et NLRs induit notamment le recrutement d’adapteurs 
cytoplasmiques que sont, respectivement, le facteur de différenciation myéloïde 88 (MyD88, 
Myeloid Differentiation factor 88) et la protéine RIP-like interagissant avec la kinase CLARP 
(RICK, RIP-like interacting CLARP Kinase) (%	
 (0). Ceci conduit à la mise en place 
d’une cascade de phosphorylations induisant l’activation des voies de signalisation des 
protéines kinases activées par des agents mitogènes (MAPK, Miogen Activated Protein 
Kinase) et PI3K/AKT et de la kinase de l’inhibiteur du facteur de transcription nucléaire B 
(IB, Inhibitor of NF-B; IKK, IB Kinase; NF-B, Nuclear Factor B) provoquant la 
dégradation d’IB par le protéasome. L’activation de ces voies conduit à la translocation 
nucléaire de facteurs de transcription tels que NF-B, c-jun, c-fos et AP-1. Ce qui entraîne 
l’induction de la transcription de gènes cibles comme ceux codant des cytokines pro-






codant la protéine COX-2, connue pour son rôle pléiotropique dans la carcinogenèse 
colorectale (Karin and Greten, 2005; Sakamoto and Maeda, 2010; Wang and Dubois, 2010c). 
'+'+*#5**###
Le dialogue établi entre les bactéries de la flore commensale et l’épithélium intestinal, 
au travers de l’interaction avec les récepteurs de l’immunité innée TLRs et NLRs, joue un rôle 
essentiel dans l’homéostasie intestinale. En effet, en réponse à un traitement au DSS, les 
animaux invalidés pour le gène codant l’adaptateur MyD88, impliqué dans la transmission du 
signal suite à l’activation de la majorité des TLRs, ou traités avec un cocktail d’antibiotiques 
(ampicilline, vancomycine, métronidazole, sulfate de néomycine) présentent des dommages 
épithéliaux dus à une diminution de la production des facteurs cytoprotecteurs IL-6, TNF- et 
KC-1 (l’homologue murin de la cytokine IL-8 chez l’Homme) (Rakoff-Nahoum #',2004). 
'+'+'+	##
L’implication des TLRs dans la carcinogenèse a été démontrée par la création 
d’animaux knock-out (KO) pour le gène codant l’adaptateur MyD88 dans des modèles murins 
de carcinogenèse 
6Min/+ et #+B-/- traité à l’AOM, dans lesquels une diminution du nombre 
de tumeurs intestinales a été observée par rapport aux animaux contrôles (Rakoff-Nahoum 
and Medzhitov, 2007; Uronis #',2009). La délétion du gène codant l’adaptateur MyD88 
est associée à une augmentation de la mort cellulaire au niveau des tumeurs. Ceci 
s’accompagne d’une diminution de l’expression de la métalloprotéase MMP10, un facteur 
cytoprotecteur impliqué dans la réparation tissulaire, des facteurs de croissance des 
kératinocytes KGF2 (Keratinocyte Growth Factor 2? et des fibroblastes FGF10, et de facteurs 
pro-tumoraux tels que COX-2, MMP7, et des cytokines/chimiokines pro-inflammatoires IL-8, 
IL-6 et IL-1 (Rakoff-Nahoum and Medzhitov, 2007). Cependant, ces résultats sont 
controversés. En effet, une étude récente a montré que la délétion du gène codant MyD88 
dans un modèle de carcinogenèse associée à une colite (modèle AOM/DSS) augmente la 
susceptibilité des souris à développer des tumeurs colorectales, comparativement aux souris 
sauvages (Salcedo #',2010). Ceci suggère que la le rôle des TLRs et plus particulièrement 
le recrutement de l’adaptateur Myd88 dans la carcinogenèse colorectale dépend du type de 
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L’activation des récepteurs NOD1 et NOD2 cytoplasmiques par l’acide -D-glutamyl-
meso-diaminopimelique (iE-DAP) et du muramyl dipeptide (MDP) conduit à l’activation 
des voies de signalisation NF-B et des MAPkinases. Les NLRP, appartenant à la famille 
des NLRs entrent également dans la composition des inflamasommes intervenant dans la 
maturation des cytokines pro-inflammatoire IL-1 et IL-18.













Les souris  ;		D dans lesquelles l’expression de ce régulateur négatif a été 
restorée spécifiquement dans le côlon, présentent une diminution de l’incidence, du nombre et 
de la taille des tumeurs colorectales. Par ailleurs, une activation constitutive de la voie NF-B 
a été observée dans le côlon de souris ;		D comme le montre l’augmentation de la 
phosphorylation des protéines IKK/ et de la sous-unité p65 du facteur de transcription NF-
B. La voie de signalisation NF-B, induite notamment en réponse à la stimulation des TLRs, 
joue un rôle pivot dans la carcinogenèse colorectale comme le souligne la diminution du 
nombre de tumeurs observée dans un modèle murin traité à l’AOM/DSS et invalidé pour le 
gène codant la protéine IKK spécifiquement dans les entérocytes ou les macrophages
(Greten #', 2004). 
Parmi les TLRs, le récepteur TLR4 semble jouer un rôle important dans le 
développement du CCR. Une association entre l’expression élevée de TLR4 et de MyD88 
dans les carcinomes de patients atteints de CCR et la présence de métastases hépatiques ainsi 
qu’un mauvais pronostic a été rapportée, suggérant le rôle important des TLRs en général et 
de TLR4 en particulier dans la malignité des CCR (Wang  #', 2010). De plus, il a 
récemment été mis en évidence que les patients atteints de CCR porteurs d’un variant du 
récepteur TLR4 (TLR4-D299G), développent plus fréquemment des cancers agressifs avec 
métastases (Eyking  #', 2011).  ), des cellules épithéliales intestinales Caco-2 
exprimant la mutation TLR4-D299G présentent une expression augmentée de gènes associés 
à l’inflammation et à la carcinogenèse. La signalisation dépendante de TLR4 serait en 
particulier impliquée dans le recrutement de cellules myéloïdes productrices de COX-2 
(Fukata, et al. 2007; Fukata, et al. 2009). 
'+'+'-	##
Les NLRs regroupent les récepteurs NOD1 et NOD2 et les récepteurs impliqués dans 
la formation de complexes protéiques nommés inflammasomes, tels que NLRP3, NLRC4, 
NLRP6, NLRP12, intervenant dans l’activation de la caspase 1 et dans la maturation des 
cytokines pro-inflammatoires IL-1 et IL-18 (Kanneganti #', 2007) (%	
(&). 
La délétion du gène + dans des animaux traités à l’AOM/DSS et 
6Min/+, induit 






animaux contrôles (Chen #',2008). Ces résultats suggèrent que la signalisation dépendante 
de NOD1 limite le développement tumoral. De manière similaire, les animaux -D traités à 
l’AOM/DSS présentent une augmentation de 3 fois du nombre de tumeurs colorectales 
comparativement aux animaux non transgéniques traités, suggérant que le récepteur NOD-2 
joue également un rôle important dans la carcinogenèse colorectale (Couturier-Maillard #',
2013). 
Les NLRs identifiés comme inducteurs d’une activité inflammasome joueraient 
également un rôle important dans la carcinogenèse colorectale, comme le montrent 
l’augmentation du nombre de tumeurs et l’aggréssivité des tumeurs colorectales dans des 
modèles murins traités à l’AOM/DSS invalidés pour les gènes codant NLRC4, NLRP3, 
NLRP6 et NLRP12 (Chen #', 2011a; Hu #., 2010; Normand #., 2011; Zaki #.,
2010, 2011). En effet, 66% des souris 	4D traitées à l’AOM/DSS (contre 0% des souris 
sauvages), présentent un envahissement de la musculeuse par des tumeurs colorectales, 
témoignant d’une augmentation du potentiel invasif et de l’agressivité des tumeurs (Hu #',
2010). Comparativement à des souris sauvages traitées à l’AOM/DSS, l’augmentation de 1,6 
fois du nombre de tumeurs colorectales dans les souris invalidées pour le gène codant NLRP3 
est accompagnée d’une augmentation de l’infiltration des macrophages dans le côlon et d’une 
augmentation de 2 fois de l’expression colique du gène codant COX-2 (Zaki  #', 2010). 
L’invalidation de NLRP6 dans un modèle murin de carcinogenèse induite (AOM/DSS) 
conduit à une augmentation de l’expression des cytokines pro-inflammatoires IL-6, TNF- et 
IL1- ainsi qu’une augmentation de l’index prolifératif des cellules épithéliales intestinales de 
2 fois (Chen  #., 2011a). Par ailleurs, toutes les souris 	6+-D traitées à l’AOM/DSS 
(contre 20% des souris sauvages) développent des tumeurs colorectales caractérisées par une 
dysplasie de haut grade et des analyses immunohistochimiques ont révélé que 30% de ces 
lésions étaient des adénocarcinomes (contre 0% chez les souris contrôles) (Zaki  #., 
2011)' L’augmentation de l’infiltration et de l’activation des cellules myéloïdes observée en 
absence d’expression de NLRP12 est associée à une augmentation de l’expression colique des 
gènes codant les cytokines pro-inflammatoires IL-1, IL-6, TNF- et IL-17 et de chimiokines 
telles que KC. Il semblerait donc que l’activité de NLRP12 dans les macrophages contribue à 
la protection de l’épithélium colique contre l’inflammation et le développement tumoral.  
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Les jonctions serrées, composées des protéines transmembranaires claudines et
occludines, scellent les espaces entre les cellules épithéliales intestinales. Les protéines
cytoplasmiques Zonula Occludens (ZO) se lient à ces protéines transmembranaires et au
cytosquelette d’actine. Les interactions entre les protéines E-cahérines transmembranaires
et les protéines -caténines cytoplasmiques forment les jonctions adhérentes. Enfin, les
desmosomes sont composés des protéines transmembranaires desmogléines,
desmocollines et desmoplakines qui interagissent avec les protéines de kératines
cytoplasmiques.

























L’épithélium intestinal est constitué d’une monocouche de cellules dont la cohésion 
est assurée par plusieurs types de jonctions intercellulaires (%	
((). Les jonctions serrées 
se situent au pôle apical des cellules épithéliales et sont composées d’un complexe 
multiprotéique incluant des protéines transmembranaires de la famille des claudines et des 
occludines interagissant avec les protéines zonula occludens (ZO) 1 et 2 et l’actine du 
cytosquelette (Turner, 2009). Ces jonctions serrées jouent un rôle majeur dans la perméabilité 
membranaire en étant un élément de contrôle des flux paracellulaires. Sous les jonctions 
serrées se trouvent les jonctions adhérentes, composées de protéines de la famille des 
cadhérines : E-cadhérine, -caténine, caténine 1 et -caténine 1. Outre leur fonction dans la 
cohésion intercellulaire, les protéines des jonctions adhérentes sont également impliquées 
dans le maintien de la polarisation des cellules, dans la différentiation cellulaire, ainsi que 
dans la communication intercellulaire. Enfin, les desmosomes sont formés par l’interaction 
entre la desmogléine, la desmocolline, la desmoplakine, et les filaments de kératine du 
cytosquelette et permettent le passage de protéines, du LPS bactérien, mais ne permet pas le 
passage de bactéries entières. 
Une expression augmentée de la claudine-2 a été observée dans les adénocarcinomes 
de patients atteints de CCR, comparativement à la muqueuse saine, conduisant à suspecter le 
rôle des protéines de jonctions dans la carcinogenèse colorectale (Dhawan #', 2011). La 
surexpression des protéines claudine-2 et claudine-3 induit  ) une augmentation de la 
malignité des cellules avec notamment une augmentation de la prolifération cellulaire et de 
leur capacité à former des colonies (Dhawan  #', 2011; de Souza  #., 2013). Dans un 
modèle orthotopique (injection en sous-cutanée de cellules épithéliales intestinales), la 
surexpression de la claudine 2 accélère le développement tumoral avec notamment une 
augmentation du volume tumoral, liés certainement en partie à une désorganisation 









La sécrétion de mucus et de peptides antimicrobiens par les cellules de l’épithélium 
intestinal permet la mise en place d’une barrière chimique contre les bactéries de la flore 
commensale et les pathogènes. Le mucus est produit de façon continue par les cellules 
caliciformes présentes au sein de l’épithélium  intestinal. Il est composé à 98% d’eau et à 2% 
de mucines, majoritairement MUC2.

Les adénocarcinomes mucineux (MA, Mucinous Adenomcarcinoma) représentent 10-
20% des cancers colorectaux et sont caractérisés par des cellules néoplasiques sécrétant 
beaucoup de mucus. Le rôle important du mucus dans le développement tumoral est souligné 
par des résultats montrant que les MA sont associés à un mauvais pronostic des patients avec 
notamment un développement de tumeurs chez des patients jeunes, une survie à 5 ans 
diminuée et une augmentation de métastases, comparativement aux patients présentant des 
tumeurs non mucineuses (Hyngstrom  #', 2012; Maksimovi, 2007; Papadopoulos  #.,
2004; Xie  #', 2009). L’incidence des adénocarcinomes est plus élevée dans les pays 
occidentaux (10-20%) par rapport aux pays d’Asie (4%), suggérant l’implication de la 
localisation géographique et de l’alimentation comme facteurs étiologiques du MA. Les 
mucines jouent un rôle important dans le développement des cancers colorectaux, au cours 
duquel de nouvelles mucines sont synthétisées telles que MUC5AC et MUC6 impliquées dans 
la progression tumorale (Sylvester  #', 2001; Walsh  #', 2013). De plus, un défaut de 
barrière chimique mimé par un modèle murin 3--/- induit l’apparition spontanée de tumeurs 
colorectales chez 65% des animaux (Velcich  #., 2002). Par ailleurs, l’expression des 
mucines diffère selon les caractéristiques du CCR considéré. A titre d’exemple, l’expression 
de MUC2 est augmentée dans les MA et diminuée dans les adénocarcinomes colorectaux non 
mucineux (Debunne and Ceelen, 2013). Le rôle que pourraient jouer les mucines dans la 











Les peptides antimicrobiens, sécrétés par les cellules épithéliales intestinales, les 
cellules immunitaires et les cellules de Paneth (uniquement dans l’intestin grêle), sont des 
acteurs de l’immunité innée (Ho #', 2013). Les défensines et les cathélicidines sont souvent 
exprimées en réponse à l’infection et en contexte inflammatoire. Elles jouent un rôle 
important contre les agents pathogènes et dans le maintien d’une tolérance de la flore 
commensale. Une altération de l’expression des défensines favoriserait la mise en place d’un 
environnement inflammatoire et des modifications du microbiote. En effet, les défensines 
jouent un rôle important dans l’établissement et le maintien d’un microbiote normobiotique, 
comme le suggèrent par exemple les analyses de la flore intestinale réalisées dans des 
modèles animaux, invalidés pour l’-defensine 5 produite par les cellules de Paneth, qui 
montrent une diminution des bactéries apppartenant au phylum des Firmicutes au profit des 
bactéries appartenant au phylum des Bacteroidetes (Salzman #', 2010).  
L’analyse sérique des -défensines sécrétées par les cellules de Paneth de l’intestin 
grêle et les neutrophiles circulants HNP1, -2 et -3 (Human Neutrophile Peptide? révèle que 
leur concentration est plus élevée chez les patients présentant des adénocarcinomes 
colorectaux par rapport aux patients sains ou aux patients présentant des polypes 
hyperplasiques (van den Broek #., 2010; Kemik #., 2013). Au contraire, une étude a mis 
en évidence que l’expression de la cathélicidine LL-37, exprimée par les cellules épithéliales 
intestinales, est diminuée dans les tumeurs colorectales comparativement au tissu non tumoral 
des patients atteints de CCR (Ren  #., 2012). Par ailleurs, l’invalidation du gène #−/−
codant la cathélicidine LL-37 induit chez les souris traitées à l’AOM/DSS une augmentation 
du nombre et de la taille des tumeurs comparativement aux souris sauvages traitées, 
soulignant l’importance de ce peptide antimicrobien dans l’inhibition du développement 
tumoral. Les souris transgéniques #−/− présentent une apoptose basale des cellules 
épithéliales intestinales diminuée par rapport aux animaux sauvages et des études ) ont 
démontré que LL37 induit l’apoptose et une diminution de la prolifération de cellules 










Le microbiote intestinal de chaque individu se compose de 500 à plus de 1000 espèces 
microbiennes différentes dont seulement une soixantaine est partagée par tous (Eckburg #., 
2005). La composition du microbiote intestinal est stable chez l’individu sain et les espèces 
bactériennes s’organisent en un ensemble limité de communautés, réparties majoritairement 
entre 4 plylums : les Firmicutes, les Bacteroidetes, les Actinobacteria et les -Proteobacteria. 
'-'+ #&#"##
De nombreux arguments mettent en exergue l’implication du microbiote dans la 
carcinogenèse colorectale. Plusieurs études indépendantes ont démontré que des modèles 
murins de prédisposition au développement d’un CCR (IL-10-/- traitées à l’AOM et APCMin/+) 
élevés en condition axénique possèdent un nombre de tumeurs inférieur à celui d’animaux 
non axéniques de même génotype et ayant subi le même traitement, soulignant l’importance 
du microbiote intestinal dans le développement tumoral (Arthur #., 2012; Li #., 2012; 
Uronis #., 2009). De plus, le traitement par un cocktail d’antibiotiques, ciblant les bactéries 
à Gram négatif et positif, permet de réduire l’incidence, la sévérité et la taille des tumeurs 
coliques développées par des souris traitées à AOM/DSS, comparativement à des souris ne 
recevant pas d’antibiotique (Klimesova #., 2013; Zackular #., 2013). Le transfert d’un 
microbiote dysbiotique provenant de souris développant spontanément des CCR (traitées 
AOM/DSS), contrairement à celui de souris conventionnelles, favorise l’émergence de 
tumeurs colorectales chez des souris axéniques (Zackular #., 2013). Ces résultats suggèrent 
donc que le microbiote intestinal est capable de favoriser la carcinogenèse colorectale. Bien 
que les bactéries commensales soient capables d’induire une inflammation chronique et de 
participer au développement tumoral, le microbiote intestinal peut également jouer un rôle 




Le développement des techniques de séquençage à haut-débit et l’amélioration des 













Les analyses de microbiote ont été réalisées par pyroséquençage et qPCR. L’analyse de l’abondance relative des 
phyla, familles, genres et espèces bactériennes du microbiote fécal a été réalisée à partir d’échantillons fécaux de 
patients atteints de CCR comparativement à ceux de patients contrôles. Des biopsies de tumeurs et de muqueuse 
saine adjacente ont permis d’analyser la composition du microbiote associé aux tumeurs et à la muqueuse de 
patients atteints de CCR. Une étude (*) s’est intéressée à la composition du microbiote associé aux tumeurs de 
patients atteints de CCR par rapport à celle du microbiote fécal des même patients. Pour finir des échantillons de 
muqueuses saines de patients contrôles et ceux pris à distance de tumeurs de patients atteints de CCR ont permis 
d’étudier le microbiote associé à la muqueuse des patients. (D’après Wu #', 2013 (1) ; Ahn #', 2013 (2) ; 
Wang #', 2012 (3) ; Sobhani #', 2011 (4) ; Chen #', 2012 (5) ; Balamurugan #', 2008 (6) ; Mccoy #',






























































Bactéries productrices de butyrate
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microbiote intestinal à grande échelle. Dans un modèle murin de carcinogenèse induite par le 
traitement avec l’agent carcinogène DHM, des dysbioses du microbiote fécal ont été 
rapportées, comparativement aux animaux contrôles, avec notamment une augmentation des 
bactéries appartenant aux phyla des Firmicutes, Proteobacteria et Actinobacteria au détriment 
des bactéries appartenant au phylum Bacteroidetes (Zhu #., 2014). 
 Chez les patients atteints de CCR, différents microbiotes dysbiotiques ont été décrits 
en fonction des études. Bien qu’il n’est pu être mis en évidence un microbiote dysbiotique 
commun associé au CCR, certaines altérations du microbiote intestinal sont communes 
(
)). Une surreprésentation des phyla Bacteroidetes, Proteobacteria et Fusobacteria au 
détriment des Firmicutes a été mise en évidence dans les tissus tumoraux de patients atteints 
de CCR comparativement aux tissus sains de patients contrôles, mais également entre les 
prélèvements tumoraux et luminaux des patients (Ahn  #., 2013; Chen  #., 2012; 
Marchesi #', 2011; Wu #., 2013). Par ailleurs, une augmentation du nombre de bactéries 
appartenant au genre  , 6)## et %& et une diminution des genres 
bactériens %#&,  !& et &## ont été observées dans les 
fèces, au sein du microbiote associé à l’épithélium colique et aux tumeurs (Chen #., 2012; 
Kostic #., 2012; McCoy #., 2013; Sobhani #., 2011; Wu #., 2013). En revanche, 
d’autres études ont révélé une diminution des   et une augmentation des 
%#& au sein du microbiote fécal, adhérent à l’épithélium et aux tumeurs des 
patients atteints de CCR (Ahn  #., 2013; Marchesi  #., 2011; Shen  #., 2010). Des 
études poussées jusqu’à l’analyse des espèces bactériennes ont révélé une augmentation des 
bactéries appartenant aux espèces   !"#,  #, 
"###$, !# et %&#ainsi qu’unediminution des 
bactéries appartenant aux espèces   )#", #  et 
%#& : chez les patients atteints de CCR (Abdulamir  #., 2011; 
Balamurugan #., 2008; Maddocks#., 2009; Martin #., 2004; Swidsinski #., 1998; 






'-'1" !#  & $&. : # 
	
Certaines études )) ont permis d’apporter des éléments sur la compréhension de 
l’apparition de dysbioses au cours de la carcinogenèse colorectale, et ceci en particulier en 
condition d’inflammation. Des souris prédisposées au développement de CCR (modèle #+B-/-
traité à l’AOM) possèdent un microbiote différent de souris sauvages traitées à l’AOM, 
suggérant un effet de l’inflammation sur la modification de ce microbiote (Arthur  #., 
2012). Cependant, dans cette même étude, il a été observé que le microbiote des souris IL-10-
/- traitées à l’AOM est très similaire à celui observé chez les animaux IL-10-/- non traités par 
cet agent carcinogène, suggérant que les altérations du microbiote intestinal observées au 
cours de cancers associés à une colite seraient la conséquence de l’inflammation. Un autre 
argument soutenant le rôle de l’inflammation dans la mise en place d’une dysbiose est apporté 
par la modification du microbiote intestinal de souris traitées à l’AOM après chaque cycle de 
traitement au DSS, comparativement à celui relevé juste après l’administration d’AOM 
(Zackular #', 2013). Un autre argument fort en faveur du remodelage du microbiote par 
l’inflammation est la description de microbiotes dysbiotiques chez les patients atteints de 
MICI, ces derniers présentant un risque augmenté de développer un CCR par rapport à la 
population générale (Chassaing and Darfeuille-Michaud, 2011; Cunningham  #', 2010; 
Manichanh #', 2012). 
L’inflammation semble donc jouer un rôle important dans l’établissement et le 
maintien de dysbioses chez les patients atteints de CCR. Cependant, d’autres facteurs 
environnementaux tels que l’alimentation et la consommation régulière de café peuvent être à 







L’hypothèse d’une piste infectieuse dans le développement tumoral a été émise dès la 
fin du 19ème siècle par Robert Koch et Louis Pasteur, après la découverte de bactéries au sein 
de tumeurs (Zhu  #., 2013). Depuis, de nombreux arguments épidémiologiques et 
expérimentaux ont permis d’étayer cette hypothèse et notamment en ce qui concerne la 
Bactéries 


































La muqueuse intestinale des patients à risque de développer un cancer colorectal (CCR)
est colonisé par des bactéries dites « driver » telles que   !"#
entérotoxinogènes. Ces bactéries peuvent induire une inflammation colique, augmenter la
prolifération cellulaire et/ou produire des composés génotoxiques qui peuvent contribuer à
l’accumulation de mutations au cours de la séquence adénome-cancer. Ce processus
oncogénique s’accompagne de modifications du microenvironnement et peut exercer une
pression de sélection sur la flore microbienne locale. Ces modifications peuvent être à
l’origine du remplacement des bactéries « driver » par des bactéries « passenger » telles
que %& # qui possèdent un avantage sélectif au sein du
microenvironnement tumoral.





carcinogenèse colorectale. Selon le modèle « driver-passenger » proposé par Tjalsma et 
collaborateurs, la muqueuse colique de patients à risque de développer un CCR pourrait être 
colonisée par des bactéries dites « driver » pour leur capacité à induire une inflammation 
chronique, la prolifération cellulaire et/ou ayant des propriétés génotoxiques contribuant à 
l’accumulation de mutations génétiques, telles que   !"# enterotoxinogènes, 
 !# producteurs de superoxydes et  # producteurs de 
génotoxines (Sears and Garrett, 2014; Tjalsma #., 2012) (%	
()). Les modifications du 
microenvironnement qui vont s’opérer sur le site de développement tumoral pourraient 
exercer une pression de sélection locale sur le microbiote intestinal favorisant l’émergence de 
bactéries dites « passenger » telles que %& # et 
"###$ sous-espèce "###$. L’expansion, au site tumoral, de bactéries ayant des 
propriétés oncogéniques au détriment de bactéries aux propriétés « suppresseurs de tumeurs » 




Des études ont mis en évidence que les patients à haut risque de développer un CCR et 
ceux atteints de CCR présentent une augmentation de 1,7 fois de l’activité de -glucuronidase 
fécale, une enzyme exprimée par certaines bactéries du microbiote intestinal dont 
#, comparativement aux patients contrôles (Kim and Jin, 2001). La -glucuronidase 
pourrait jouer un rôle dans la carcinogenèse colorectale en participant à la synthèse de 
métabolites carcinogènes. A titre d’exemple, la diméthylhydrazine (DMH), un agent 
carcinogène présent dans le côlon, est habituellement métabolisé par le foie et de petites 
quantités de son métabolite pro-carcinogène, le méthylazoxyméthanol (MAM) hautement 
mutagène, sont excrétées dans la bile et libérées dans le côlon. Par ailleurs, le DMH peut être 
hydrolysé par l’activité -glucuronidase des bactéries coliques relarguant ainsi du MAM dans 
le côlon. Les animaux axéniques traités avec du DMH développent moins de tumeurs coliques 
que les animaux conventionnels traités avec cette molécule, et l’administration d’un inhibiteur 
de la -glucuronidase chez des rats traités avec de l’AOM induit une diminution du nombre 
de tumeurs. Ceci suggère l’importance de cette activité enzymatique microbienne dans la 








 Le microbiote intestinal, et principalement les bactéries anaérobies à Gram positif, 
joue un rôle important dans le métabolisme des acides bilaires, principalement en exprimant 
une activité 7-dehydroxylase qui est augmentée chez les patients atteints de CCR 
comparativement aux contrôles (Gill and Rowland, 2002). Les acides biliaires primaires 
cholique et chénodéoxycholique sont convertis par cette enzyme respectivement en acides 
biliaires secondaires désoxycholique (DCA) et lithocholique (LCA), les rendant plus 
hydrophiles (Zhu #., 2013). Une corrélation positive entre la concentration fécale en acides 
biliaires et le risque augmenté de développer un CCR a été mise en évidence (de Giorgio and 
Blandizzi, 2010; Imray #', 1992; Owen, 1997). En modèle murin, l’administration de DCA 
à des rats traités à l’AOM, comparativement aux rats seulement traités à l’AOM, induit une 
augmentation de plus de 2 fois du nombre de foyers de cryptes aberrantes et une augmentation 
de l’expression du marqueur de prolifération PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), au 
niveau de la muqueuse (Narahara #', 2000; Seraj #., 1997). Le rôle des acides biliaires 
dans la carcinogenèse colorectale n’est à ce jour pas clairement compris. La capacité du DCA 
à induire un stress oxydant mitochondrial conduisant à la synthèse d’espèces oxygénées 
réactives, à activer la voie de signalisation NF-B et l’expression de la cytokine pro-
inflammatoire IL-8, à induire des dommages de l’ADN tels que des cassures double brin, 
confère à cette molécule des propriétés carcinogènes (Lee  #., 2004; Mühlbauer  #.,
2004; Payne #., 2006; Powolny #., 2001).  
'1'+'1 $
Le butyrate est issu de la fermentation de complexes carbohydrates et de fibres 
alimentaires dont les récepteurs principaux sont GPR41, GPR43, GPR109a et jouerait un rôle 
protecteur vis-à-vis du développement du CCR (Canani #., 2011). Une diminution de 0,75 
fois du nombre de bactéries fécales productrices de butyrate, sur la base de l’analyse du 
nombre de copie du gène codant la butyryl-coenzyme A CoA transferase, a été observée chez 
les patients atteints de CCR comparativement aux sujets contrôles (Wang #', 2012a). Par 
ailleurs, des dysbioses du microbiote caractérisées entre autre par une diminution de 






anérobies strictes productrices de butyrate, ont été mises en évidence dans deux études 
indépendantes chez les patients atteints de CCR (Balamurugan #', 2008; Chen #., 2012).  
Le rôle protecteur du butyrate dans le développement tumoral est souligné dans une 
étude récente montrant une augmentation du nombre de tumeurs coliques chez les souris 
+−/−, invalidées pour le gène codant le récepteur GPR109a traitées à l’AOM/DSS, 
comparativement aux souris +−/−non traitées, et chez les souris 
6Min/++−/−, par 
rapport aux souris  
6Min/+ (Singh #., 2014). ), le butyrate est capable d’inhiber la 
croissance cellulaire et d’induire l’apoptose de cellules épithéliales intestinales coliques en 
culture (Hague #', 1995; Ruemmele #., 2003; Segain #., 2000).  
Des effets anti-inflammatoires des acides gras à courtes chaînes, dont le butyrate, ont 
été montrés dans un modèle murin invalidé pour le gène codant GPR43, dans lequel est 
observé une augmentation du score histologique et de l’activité myéloperoxydase (MPO) 
(témoignant d’une augmentation de l’inflammation intestinale) en réponse à un traitement au 
DSS ou au TNBS, comparativement aux souris sauvages (Maslowski  #., 2009). Il a 
également été démontré que les effets anti-inflammatoires de %#& :
observés dans un modèle murin de colite induite au TNBS sont en partie dus à la production 
de butyrate  (Sokol #., 2008b). ), les effets protecteurs du  butyrate sont associés à 
une inhibition de la dimérisation du facteur de transcription NF-B, conduisant à une 
inhibition de son activité transcriptionnelle (Inan  #., 2000). Cependant, des effets pro-
inflammatoires ont également été attribués au butyrate comme le montrent la diminution de 
l’inflammation et du recrutement des leucocytes au site inflammatoire dans un modèle murin 
;6	41-/-  traité au DSS ou au TNBS, comparativement aux souris sauvages (Kim  #., 
2013b; Sina #., 2009). 
'1'- *#"
Certains pathogènes ou pathogènes opportunistes sont suspectés d’influencer 
directement le CCR en produisant des toxines et des cyclomodulines, en induisant une 
inflammation chronique, et/ou en modulant des voies de signalisation régulatrices de 
processus pro-tumoraux. Dans cette partie, l’intérêt est porté sur l’étude bibliographique des 
espèces bactériennes pour lesquelles une association avec la carcinogenèse colorectale a été 
%	
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Il existe 3 isoformes de la toxine BFT (BFT-1, BFT-2 et BFT-3), chacune étant composée
de trois domaines : le peptide signal, la pro-protéine et le domaine C-terminal
correspondant à la forme mature de la toxine. L’holotoxine est clivée par une protéase de
 ' !"# encore inconnue entre les acides aminés Arginine et Alanine en position 211 et
212 respectivement. Ceci conduit au relargage de la toxine BFT mature d’une taille de 20
kDa dans le côlon.
(Modifiée d’après Sears 2009)
NH2 COOH
Peptide signal
18 acides aminés Pro-protéine
193 acides aminés
Clivage Arg 211-Ala 212











rapportée par plusieurs études indépendantes et pour lesquelles des éléments permettant de 
mieux comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires influençant le développement 
tumoral ont été apportés. 
'1'-'+ !"#
  !"# est une bactérie commensale anaérobie stricte à Gram négatif. 
Cette espèce bactérienne représente environ 0.1% de la flore intestinale normale et est 
retrouvée chez près de 80% des enfants et des adultes (Moore and Holdeman, 1974; Wu #., 
2003).  ' !"# participe à la fermentation des sucres et la biotransformation des acides 
biliaires (Wexler, 2007). Certaines souches de  ' !"# sécrètent une toxine de 20 kDa 
appelée fragylisine ou   !"# toxin (BFT) et ces souches nommées  ' !"#
entérotoxinogènes (ETBF, enterotoxigenic   !"#) sont responsables de 
diarrhées chez l’animal et l’Homme (Sears, 2009; Sears #., 1995).  
La toxine BFT, principal facteur de virulence des souches ETBF est synthétisée sous 
forme d’une pré-protéine constituée de trois domaines : le peptide signal, le domaine pro-
protéique et le domaine C–terminal correspondant à la toxine mature (%	
(*). L’activité 
de la toxine repose sur les deux derniers domaines. La maturation de BFT fait intervenir le 
clivage du peptide signal (potentiellement impliqué dans l’adressage de la toxine à la 
membrane) et du domaine pro-protéique (Franco #', 1997). Trois isoformes de la toxine 
(BFT-1, BFT-2, BFT-3), codées par  trois gènes chromosomiques (&!+, &!- et &!1), 
présentent des différences au niveau de leur structure primaire, ont été décrites. Les variations 
touchent principalement le domaine C-terminal qui présente des motifs spécifiques de 
métalloprotéase dépendante du zinc, ce qui confère à BFT une activité protéolytique, 
indispensable à son activité biologique, vis-à-vis de différents substrats  ) (actine, 
gélatine, caséine,…) (Moncrief #', 1995; Wu #., 1998). Par ailleurs, la formation, d’une 
structure amphipathique dans le domaine C-terminal de l’isoforme BFT-2 a été prédite. Il est 
proposé que BFT-2 pourrait s’oligomériser permettant à la toxine de s’insérer dans la 
membrane et de former des pores.  
Une augmentation de 3 fois de la prévalence de souches de  '!"# productrices de 
la toxine BFT a été mise en évidence chez les patients atteints de CCR comparativement aux 
%	





Les bactéries appartenant à l’espèce   !"# entérotoxinogènes (ETBF,
enterotoxigenic   !"#) colonise la muqueuse colique et sécrètent la toxine
BFT (  !"# toxin). Sa fixation sur un récepteur spécifique présent au niveau
des cellules épithéliales intestinales induit l’activation des voies de signalisation
MAPKinases, NF-B, et COX-2 et conduit à l’expression et la sécrétion de
chimiokines/cytokines telles que TGF- et l’IL-8, et de PGE2. Le relargage de ces
molécules dans la sous-muqueuse induit l’inflammation. De plus, la fixation de BFT
conduit également au clivage de l’E-cadhérine, induisant la libération de la -caténine
dans le cytoplasme, sa translocation nucléaire et l’activation de la transcription de gènes
impliqués dans le prolifération cellulaire tels que l’oncogène $. Par ailleurs, le clivage
de l’E-cadhérine diminue la fonction barrière de la muqueuse colique pouvant participer à
une augmentation de l’inflammation colique. ETBF induit également l’expression de la
spermine oxydase responsable de la synthèse d’espèces réactives de l’oxygène (ROS,
Reactive Oxygen Species) à l’origine de cassures double brin de l’ADN.




























patients contrôles (Toprak #', 2006). L’administration d’ETBF, mais pas de  '!"# non 
entérotoxinogène, à des souris 
6Min/+, induit une accélération de l’apparition de tumeurs 
coliques, suggérant une implication de cette toxine dans la carcinogenèse colorectale /I
#', 2009). Des études menées sur le rôle biologique de la toxine BFT ont permis de mieux 
comprendre son potentiel pro-carcinogène. 
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Les cellules épithéliales intestinales traitées avec la toxine BFT sécrètent, suite à 
l’activation des voies NF-B, p38, COX-2 et -caténine, un cocktail de cytokines et 
chimiokines telles que l’IL-8, MIP-2 (Macrophages Inflammatory Protein 2), CCL2, MCP-1 
et CXCL1 conduisant notamment au recrutement de macrophages et leucocytes 
polynucléaires, suggérant qu’ETBF peut participer à la mise en place d’un environnement 
pro-inflammatoire et au développement tumoral  />#',-BB-,-BB@J,-BBEJI
#', 2003, 2004) (%	
 (+). L’infection chronique de souris C57BL/6J et de souris 
axéniques par ETBF induit une colite intestinale aigüe puis persistante caractérisée par une 
infiltration de cellules immunitaires dans la muqueuse intestinale, la présence d’abscès 
cryptiques ainsi que l’exfoliation des cellules épithéliales intestinales conduisant à la 
formation de plaques d’érosion et à l’ulcération de l’épithélium intestinal (Rhee #., 2009). 
Par ailleurs, dans le modèle 
6Min/+, la toxine BFT active le facteur de transcription STAT3 
qui induit la mise en place d’une réponse immunitaire de type Th17 responsable de 
l’apparition précoce de tumeurs colorectales (Wu #', 2009). L’administration d’anticorps 
dirigés contre l’IL-17 abolit l’effet d’ETBF sur la carcinogenèse colorectale. Ainsi, une 
colonisation chronique de l’épithélium intestinal par ces bactéries productrices de toxine 
pourrait entretenir une inflammation chronique pouvant influencer la transformation de 
l’épithélium intestinal et la progression tumorale.  
Par ailleurs, les souches de  ' !"# entérotoxinogènes induisent ), dans des 
cellules épithéliales intestinales en culture HT29 et T84, la surexpression de la spermine 
oxidase (SMO) qui est une enzyme productrice de radicaux libres (Goodwin #., 2011). Les 
radicaux libres, médiateurs de l’inflammation, sont de puissants inducteurs de cassures de 
l’ADN. L’utilisation d’un inhibiteur spécifique de la SMO (MDL 72527, 1,4-bis(2,3-






l’infection par ETBF chez les souris C57BL/6J et une diminution de 69% du nombre de 
tumeurs coliques chez les animaux 
6Min/+, suggérant que la SMO est un acteur moléculaire 





La toxine BFT est capable, en se fixant sur un récepteur à ce jour inconnu, d’induire le 
clivage de la protéine E-cadhérine, impliquée à la fois dans les complexes de jonctions et 
d’adhésion cellulaire et la séquestration cytoplasmique de la -caténine (Wu  #., 2003). 
Ceci a pour conséquence le relargage de la -caténine dans le cytoplasme qui peut alors 
transloquer dans le noyau et induire l’expression de gènes cibles tels que $, oncogène 
impliqué entre autre dans le contrôle de la prolifération cellulaire (Hwang  #', 2013) 
(%	
 (+A. Par ailleurs, en réponse à la stimulation par la toxine BFT, une augmentation 
dépendante de COX-2 de l’expression de la protéine inhibitrice de l’apoptose cIAP2 (cellular 
Inhibitor of Apoptosis Protein 2) associée à une résistance à l’apoptose a été rapportée sur des 
cellules épithéliales intestinales coliques HT-29 (Kim#., 2008). 
'1'1 "###$"###$
 "###$ sous-espèce "###$, anciennement nommée 
&) biotype I, est une bactérie commensale du tube digestif anaérobie à Gram 
positif. Bien que controversée, l’implication de ' "###$ dans la carcinogenèse 
colorectale est soupçonnée depuis les années 1950 suite à l’observation de l’apparition de 
CCR chez 25 à 80% des patients atteints d’endocardites streptococcales (McCOY and 
MASON, 1951). Cette association a été confirmée par de nombreuses études dont une plus 
récente montrant que 65% des patients infectés par '"###$, dont la plupart sont atteints 
d’endocardites, développent un CCR de manière concomitante (Boleij and Tjalsma, 2013). 
Par ailleurs, le pourcentage de patients présentant des adénomes (78%) et carcinomes (68%) 
colorectaux séropositifs pour des anticorps dirigés contre '"###$ est supérieur à celui 
des patients contrôles  (17%) (Abdulamir #', 2009). De plus, cette bactérie a été détectée 
dans 21% des adénomes et 15% des cancers colorectaux des patients (Devis #., 1989). 
%	







Les bactéries appartenant à l’espèce  "###$ sous espèce "###$
colonisent la muqueuse des patients atteints de CCR. La participation de ' "###$ au
développement tumoral fait intervenir l’expression de cytokines pro-inflammatoires telles
que l’IL-8 et l’IL-1, de gènes impliqués dans le prolifération cellulaire tels que 6
 et
l’oncogène $, du gène - et du gène codant la protéines anti-apoptotique BCL-2.

























Aucun facteur de virulence de '"###$  n’a pu être mis en évidence à ce jour. En 
revanche, une étude a montré que les patients présentant des polypes et des CCR de stades 
précoces (I et II), mais pas ceux de stades tardifs (III et IV), possèdent des titres d’anti-
RpL7/L12, une protéine ribosomale de ' "###$, supérieurs à ceux observés pour les 
patients contrôles, suggérant que cette protéine est associée à un risque élevé de développer 
un CCR (Boleij#., 2010). 
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L’expression du facteur de transcription NF-B et de la cytokine pro-inflammatoire 
IL-8 est augmentée dans les tissus tumoraux et les tissus adjacents des patients atteints de 
CCR séropositifs pour ' "###$ comparativement aux patients séronégatifs, ce qui 
suggère un lien entre l’expression de ces médiateurs de l’inflammation et le développement 
tumoral associé à '"###$ (Abdulamir #', 2009). La contribution '"###$ au 
développement tumoral, chez les patients, est associée à l’augmentation de l’expression des 
gènes codant les cytokines pro-inflammatoires IL-1 et IL-8, et du gène codant la protéine 





Une étude menée )), sur des rats traités à l’AOM, a démontré que l’administration 
de ' "###$ ou d’extraits totaux de cette bactérie induisent une augmentation de la 
progression de lésions prénéoplasiques ) une augmentation de la formation de foyers de 
cryptes aberrantes hyperprolifératives et une augmentation des marqueurs de prolifération 
(PCNA et des polyamines mucosales) et de l’IL-8 au sein de la muqueuse intestinale 
(Ellmerich #', 2000) (%	
(,). Par ailleurs, les tumeurs de patients séropositifs pour '
"###$ présentent une augmentation de l’expression du gène $, impliqué entre autre 
dans la prolifération cellulaire, et du gène codant la protéine anti-apoptotique Bcl-2 
(Abdulamir  #', 2010) Ceci suggère que les antigènes de ' "###$ pourraient être 
impliqués dans l’établissement d’un épithélium hyperprolifératif.  
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






Les bactéries appartenant à l’espèce  !# est capable d’induire des
cassures doubles brin de l’ADN en cellules épithéliales intestinales en produisant des
espèces réactives de l’oxygène (ROS) telles que des ions superoxydes O2-. Par ailleurs, les
macrophages infectés par ' !# produisent une molécule réactive, le 4-Hydroxy-2-
Nonenal (4-HNE), capable d’induire des cassures double brin de l’ADN au niveau des
cellules épithéliales intestinales par des effets « bystander ». Ceci conduit à une





















!# est une bactérie anaérobie facultative à Gram positif de la flore 
digestive humaine productrice de butyrate et d’espèces oxygénées réactives. Des analyses par 
PCR quantitative sur des prélèvements fécaux ont mis en évidence une augmentation d’un 
facteur 4 d’' !# chez les patients atteints de CCR comparativement aux patients 





Des études indépendantes ont mis en évidence que des souris #+B-/- infectées avec '
!# développent des cryptes intestinales hyperplasiques ainsi que des adénocarcinomes 
colorectaux accompagnés d’une augmentation du nombre de macrophages au niveau de la 
muqueuse colique, de l’expression de la cytokine pro-inflammatoire TNF- et du marqueur de 




'!# présente également des propriétés génotoxiques. En effet, il a été démontré 
qu’'!# est capable de produire, ) sur les cellules épithéliales intestinales HT29 et 
HCT116 et  )) chez le rat, des ions superoxydes extracellulaires O2-1, convertis en 
peroxyde d’hydrogène qui est une molécule génotoxique pouvant induire entre autre une 
instabilité chromosomique (Huycke and Moore, 2002; Huycke  #., 2002; Wang and 
Huycke, 2007; Wang  #', 2008) (%	
 (-). Ces espèces oxygénées réactives sont 
également capables d’activer la prolifération cellulaire et d’inhiber l’apoptose en affectant 
l’expression des facteurs de transcription NF-B, MAPK et AP-1 (Huycke #., 2002).  
Une étude récente a mis en évidence  ) que les macrophages infectés avec '
!# produisent du 4-Hydroxy-2-Nonenal (4-HNE), une molécule réactive issue de la 
peroxidation lipidique responsable de cassures de l’ADN (Wang #', 2008, 2012b) (%	

(-). Les effets « bystanders» générés par cette molécule causent un arrêt du cycle cellulaire 






épithéliales intestinales HCT116, et l’apparition de tumeurs colorectales avec une 
accumulation de COX-2 dans les macrophages dépendante du 4-HNE chez des souris #+B-/-.
'1'1'-%&#
%&# est une bactérie commensale opportuniste à Gram négatif 
de la cavité buccale impliquée dans des maladies parodontales. Elle est aussi impliquée dans 
des infections extra-orales et notamment des infections intra-utérines associées à des 
complications pendant la grossesse. C’est une bactérie produtrice de butyrate, molécule 
connue pour ses effets anti-inflammatoires sur l’épithélium colique, mais aussi de sulfure 
d’hydrogène, un composé hautement toxique et pro-inflammatoire issu du métabolisme des 
cystéines (Allen-Vercoe #', 2011).  
%' # est capable d’adhérer et d’envahir les cellules épithéliales et 
endothéliales par l’intermédiaire de l’adhésine FadA exprimée à la surface de la bactérie, ce 
qui facilite sa dissémination (Han  #', 2000, 2005). FadA existe sous deux formes : une 
forme non sécrétée de 129 acides aminés (pré-FadA comprenant une séquence signale de 18 
acides aminés) associée à la membrane interne des bactéries et une forme de 111 acides 
aminés (FadA mature ou mFadA) exposée à la surface des bactéries (Xu #., 2007). Les 
monomères de mFadA présentent une structure en épingle à cheveux et peuvent s’associer 
entre eux selon un mode « tête à queue », formant ainsi de longs et fins filaments dépourvus 
d’activité de liaison (Nithianantham #', 2009). En revanche, il a été montré qu’un mélange 
de mFadA et de pré-FadA permet la formation de complexs actifs (FadAc) s’organisant en 
filaments hétérogènes de longueurs/largeurs variables ou en « nœuds ». L’activité de liaison 
semble être associée aux filaments de courtes tailles et aux « nœuds » (Témoin #., 2012). Il 
a récemment été démontré que la cadhérine CDH5 présente à la surface des cellules 
endothéliales représente un récepteur pour l’adhésine FadA permettant l’adhésion et 
l’invasion de %'# (Fardini #', 2011). En revanche, le récepteur reconnu par FadA 
au niveau des cellules épithéliales intestinales et permettant l’adhésion et l’invasion de %'
# n’a, à ce jour, pas encore été identifié. 
Une prévalence augmentée des bactéries appartenant au genre %& a été 
observée au niveau de la muqueuse rectale et des fèces de patients avec des adénomes 
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L’adhésine FadA des bactéries appartenant à l’espèce %& # est
capable de se lier à l’E-cadhérine et d’activer la voie de signalisation WNT/-caténine
conduisant à l’expression des gènes $ et $# + impliqués notamment dans la
prolifération cellulaire. Par ailleurs, %' # induit l’infiltration tumorale par des
macrophages de type M2, pro-tumoraux. Il induit également l’expression de cytokines
pro-inflammatoires telles que l’IL-6, le TNF-, l’IL-8 et l’ IL-1 et des gènes codant les
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colorectaux, comparativement à la muqueuse rectale de patients contrôles sans adénome (Ahn 
 #', 2013; McCoy  #', 2013). De plus, les tumeurs colorectales de patients atteints de 
CCR possèdent une prévalence augmentée d’au moins 2 fois de bactéries appartenant au 
genre %& comparativement à la muqueuse saine adjacente, %' # étant 
l’espèce majoritaire (Castellarin #., 2012; Kostic #., 2012; Marchesi #., 2011). Des 
analyses d’immunofluorescence ont permis de localiser %' # dans la couche de 
mucus qui surplombe l’épithélium intestinal ainsi que dans les cryptes coliques des patients 
atteints de CCR (McCoy #., 2013).  
L’administration de %' # à des souris 
6Min/+ accélère le développement 
tumoral en induisant l’expression des cytokines pro-inflammatoires IL-1, IL-6, IL-8, TNF-, 
de COX-2 et de MMP3 ainsi qu’en favorisant l’infiltration des tumeurs par des cellules 
immunitaires telles que des macrophages possèdant un phénotype M2 pro-tumoral />
#', 2013)  (%	
(.). Il a été montré dans une étude récente que %'# exprime une 
adhésine, FadA, capable de se lier à l’E-cahérine, induisant ainsi l’activation de la voie de 
signalisation WNT/-caténine, ce qui conduit à une augmentation de l’expression des 
oncogènes $ et $#+ impliqués dans la prolifération cellulaire et de gènes impliqués 
dans la réponse inflammatoire tels que les gènes codant les cytokines pro-inflammatoires IL-6 
et IL-8 (Rubinstein  #', 2013). Ces résultats ont été confirmés dans un modèle de 
xénogreffe sous-cutanée où les auteurs ont montré que l’adhésine FadA induit une croissance 
tumorale plus rapide associée à une signature d’expression génique pro-inflammatoire et 
proliférative. L’inhibition de FadA dans ce modèle permet de bloquer la prolifération de la 
masse tumorale. Enfin, %'# produit une toxine à activité immunosuppressive, FIP ou 
FIPA (Fusobacterial Immunosuppressive Protein), capable d’inhiber le cycle cellulaire. 
Cependant, le rôle de cette toxine dans la carcinogenèse colorectale n’a pas encore été étudié. 
Les données struturales et moléculaires concernant cette protéine sont peu nombreuses. Elle 
serait constituée de deux sous-unités (44 et 48 kDa), la sous-unité de 48 kDa étant 
certainement indispensable à l’activité de cette protéine (Demuth#., 1996). 
Cerveau : NMEC
Circulation sanguine : 
NMEC et UPEC
Côlon : EHEC, EIEC, 
EAEC et STEAEC
Rein : UPEC
Intestin grêle : EPEC, ETEC, 
DAEC, AIEC, EAEC et STEAEC
Vessie : UPEC
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Les ' # entéropathogènes (EPEC), les ' # entérotoxinogènes (ETEC), les ' # à
adhésion diffuse (DAEC) et les ' # adhérents et invasifs (AIEC) colonisent l’intestin
grêle, alors que les ' # entérohémorragiques (EHEC) et les ' # entéroinvasifs
(EIEC) colonisent plutôt le côlon. Les ' # entéroaggrégatifs producteurs ou non de
Shiga-toxines (EAEC et STEAEC) peuvent coloniser l’intestin grêle et le côlon. Les '
# uropathogènes (UPEC) colonisent la vessie et sont à l’origine de cystites. En fonction
des facteurs de virulence hébergés par les souches, les UPEC peuvent remonter jusqu’aux
reins et entraîner une pyélonéphrite. De plus, les UPEC comme les ' # à l’origine de
méningites néonatales (NMEC) peuvent entraîner une septicémie.













 # est une bactérie commensale du tube digestive à Gram négatif 
colonisant de façon asymptomatique le tractus digestif des nouveaux-nés dans les premières 
heures qui suivent la naissance. Certaines souches ont acquis des facteurs de virulence et/ou 
de fitness leur permettant d’accéder à de nouvelles niches écologiques les rendant pathogènes 
pour l’homme (Clements #., 2012; Croxen and Finlay, 2010).
Les '# pathogènes peuvent ainsi être séparés en deux grands groupes en fonction 
du type d’infection dont ils sont à l’origine. Les souches d’' # à l’origine d’infections 
extra-intestinales sont regroupées sous le terme de ExPEC (Extra-intestinal Pathogenic '#
ou ' # extra intestinaux), incluant les ' # uropathogènes (UPEC, UroPathogenic '
#) responsables d’infections du tractus urinaire et les ' # associés à des méningites 
néonatales (NMEC, Neonatal Meningitis ' #) associés à des méningites ou à des 
septicémies (%	
 (/). Le groupe d’' # pathogènes intestinaux est à l’origine de 
syndromes diarrhéiques et comprend huit groupes pathogènes ou pathovars (Croxen and 
Finlay, 2010). Il s’agit des '# entérotoxinogènes (ETEC, EnteroToxigenic '#), des '
# entéropathogènes (EPEC, EnteroPathogenic ' #), des ' # entérohémorragiques 
(EHEC, EnteroHemorragic '#), des '# entéroinvasifs (EIEC, EnteroInvasive '#), 
des '# entéroagrégatifs (EAEC, EnteroAggregative '#), des '# à adhésion diffuse 
(DAEC, Diffusely-Adhering ' #) (Nataro and Kaper, 1998). Récemment, les ' #
entéroaggrégatifs producteurs de Shiga-toxine (STEAEC) ont été décrits suite à l’épidémie à 
'# en Allemagne en 2011 (Clements #., 2012). Un autre pathovar d’'#, les '#
adhérents et invasifs (AIEC, adherent and invasive ' #) associés à la forme iléale de la 
maladie de Crohn a été mis en évidence il y a 15 ans (Darfeuille-Michaud #., 1998, 2004).  
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Les  adhérent aux entérocytes ) les % (Bundle-Forming Pili) formant des
micro-colonies (adhésion localisée (LA)). La liaison entre le récepteur  (Translocated
intimin receptor) transloqué dans le cytoplasme de la cellule hôte et adressé à la
membrane plasmique, et l’34
 permet une adhésion bactérie/cellule plus intime. Tir
est phosphorylé par une thréonine kinase de l’hôte et recrute l’adaptateur Nck, qui active
N-WASP (Neural Wiskott–Aldrich Syndrome Protein) et le complexe protéique associé à
l’actine 2/3 (ARP2/3, Actin-Related Protein 2/3) afin de réarranger l’actine et former un
piédestal. Les  adhérent aux entérocytes ) les  (' # Common Pilus) et les
 (Haemorrhagic # Pilus). Chez les EHEC,  n’est pas phosphorylé et il n’y a pas
recrutement de Nck. Le réarrangement d’actine nécessaire à la formation d’un piédestal
fait intervenir la protéine TccP (Tir cytoskeleton-coupled Protein), qui interagit avec Tir
par l’intermédiaire d’une protéine de l’hôte (IRTKS: Insulin Receptor Tyrosine Kinase
Substrate). Ce complexe se lie avec N-WASP pour activer ARP2/3. L’adhésion intime des
EPEC et EHEC et les modifications du cytosquelette d’actine conduisent à l’effacement
des microvillosités des entérocytes (lésions d’attachement et d’effacement A/E) et la
formation de piédestal. Les effecteurs bactériens 7 (Mitochondrial-associated protein),
67 et 67%, sécrétés par le système de sécrétion de type III des EPEC et des EHEC,
peuvent pertuber l’activité des pompes Cl–/OH– et Na+/H+, délocaliser des aquaporines et
inhiber le co-transporteur sodium-D-glucose 1 (SGLT1). 7 est également impliqué
dans la formation d’élongations membranaires nommées filopodes (structures qui
serviraient de senseurs mais dont le rôle n’est pas encore clairement défini) et perturbe
avec 67% l’activité mitochondriale. 67% est également impliqué avec 
 (Non-LEE-
encoded effector A) dans la perturbation des jonctions serrées (TJ, Tight Junctions). La
cyclomoduline  (Cycle inhibiting factor) induit un arrêt du cycle cellulaire. De plus, les
EHEC produisent des D	;W
 3C
6 (Stx ou vérotoxines) qui interagissent avec le
récepteur Gb3 (Glycolipid globotriaosylceramide 3) des cellules endothéliales et des
cellules de Paneth.
CDC42 : Cell Division Control Protein 42 ; Cx43 : Connexin 43 ; NHE3 : Na+/H+
Exchanger 3 ; SERT : SERotonin Transporter.






































































Les  sont la cause majeure de diarrhées entraînant la mort chez le nourrisson 
dans les pays en voie de développement et les  sont responsables de symptômes 
pouvant aller de la diarrhée simple à une diarrhée sanglante et abondante. Dans les formes les 
plus graves, les infections par des EHEC peuvent conduire un syndrome hémolytique et 
urémique (SHU) qui se manifeste entre autres par une anémie hémolytique, une thrombopénie 
et une insuffisance rénale aiguë. Dans un premier temps, les bactéries adhérent aux 
entérocytes en utilisantdes adhésines fimbriales nommées bundle-forming pili (BFP) ou pili 
de type IV pour les  et de type ECP ('# Common Pilus) et HCP (Hemorragic #
Pilus) pour les  (Erdem  #', 2007; Rendón  #', 2007). Cependant, d’autres 
adhésines cette fois-ci afimbriales ont été décrites comme intervenant dans l’adhésion des 
 aux cellules épithéliales intestinales tels que le facteur d’adhésion des EHEC (Efa-1, 
EHEC factor for adherence), la protéine de membrane externe A (OmpA, Outer membrane 
portein A) (Nicholls  #', 2000; Torres  #', 2006). Les flagelles peuvent également 
participer à cette interaction. Bien qu’ils ne soient pas codés par toutes les souches d’EHEC, 
les Long Polar Fimbriae (LPF) pourraient également jouer un rôle dans cette adhésion initiale 
aux cellules hôtes. Un important locus impliqué dans la virulence des EHEC et EPEC est le 
locus LEE (Locus of Enterocyte Effacement) (Schmidt, 2010). Ce dernier, appartenant au 
chromosome bactérien, code des effecteurs bactériens de virulence et des protéines 
impliquées dans la formation d’une seringue moléculaire (SST3, Système de Sécrétion de 
Type III). Le SST3 est impliqué dans l’injection à l’intérieur des cellules eucaryotes de 
protéines effectrices bactériennes dont la protéine Tir (Translocated initimin receptor) qui va 
s’insérer dans la membrane des cellules épithéliales intestinale et servir de récepteurs 
spécifique à une protéine de surface bactérienne (intimine) égalememt codée par un gène du 
locus. Des protéines bactériennes également injectées dans le cytoplasme des cellules hôtes 
vont par phosphorylation et l’activation de différentes cascades intracellulaires interagir avec 
le cytosquelette d’actine (ex : Map (Mitochondrial-associated protein), EspB, EspF), 
conduisant à l’effacement des microvillosités des entérocytes (lésions d’Attachement et 
d’Effacement (A/E)) et la formation de structures en piédestal (%	
 )0). Bien que les 
effecteurs bactériens codés par le locus LEE des EHEC et des EPEC soient hautement 
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L’adhésion des EPEC aux entérocytes fait intervenir les facteurs de colonisation (%) et
une adhésine localisée à l’extrémité du flagelle appelée 37 (ETEC autotransporter A).
Ensuite, une adhésion plus étroite implique les protéines  et . Deux toxines, une
thermolabile (, thermoLabile Toxin) et l’autre thermostable (, thermoStable Toxin) se
fixant respectivement sur le ganglioside (GM-1) et le récepteur de la guanylate cyclase-C
(GC-C), sont sécrétées et entraînent des diarrhées du fait de l’activation du transporteur
CFTR (Cystic Fibrosis Ttransmembrane Conductance Regulator).
(Modifiée d’après Clements et al., 2012)
%	




La Shiga-toxine (Stx) est une toxine de type A1B5 composée d’un pentamère de sous-unités
B lié de manière non covalente à la sous-unité catalytique A. Le pentamère de sous-unités B
interagit avec le récepteur Gb3 (Glycolipid globotriaosylceramide 3) exprimé à la surface
des cellules endothéliales et des cellules de Paneth. La toxine est alors internalisée par
endocytose et transite jusqu’à l’appareil de Golgi et le réticulum endoplasmique par voie
rétrograde. Elle induit alors un stress réticulaire en clivant l’ARN ribosomal 26S induisant
une inhibition de la synthèse protéique pouvant conduire à l’apoptose.



































conservés, leur répertoire de protéines effectrices non codées par ce locus est différent (Wong 
#., 2011). 
Les  induisent un remodelage de l’actine et la formation de filopodes qui 
entourent les colonies de bactéries adhérentes ) la protéine Map, l’activation de la voie 
mitochondriale de l’apoptose ) l’effecteur EspF, l’arrêt du cycle cellulaire ) Cif (Cycle 
inhibiting factor), ou encore la déstabilisation des jonctions inter-cellulaires en exprimant la 
protéine NleA (Alto  #', 2006; Huang  #', 2009; Kim  #., 2007; Nougayrède and 
Donnenberg, 2004; Quitard #., 2006) (%	
)0).  
Les facteurs de virulence principaux des  sont les Shiga-like toxines (Stx ou 
vérotoxines) Stx1 et Stx2 codés par des gènes portés par un bactériophage. Elles présentent 
une similarité de séquence en acides aminés avec la toxine de "##$ de type 1 
(99% pour Stx1 et 56 % pour Stx2) (Strockbine  #', 1986). Ce sont des toxines de type 
A1B5 composées d’un pentamère de sous-unité B lié de manière non covalente à la sous-unité 
catalytique A (Fraser  #., 2004). Après fixation du pentamère de sous-unités B sur le 
récepteur Gb3 (Glycolipid globotriaosylceramide 3) présent à la surface des cellules 
endothéliales (reins, cerveau, intestins) et des cellules de Paneth, les toxines Stx sont 
internalisées dans une vacuole d’endocytose, puis transportées de manière rétrograde de 
l’appareil de Golgi vers le réticulum endoplasmique (Römer  #., 2007) (%	
 )&). Au 
niveau du reticulum endoplasmique, la sous-unité A des toxines Stx est activée par clivage et 
induit une inhibition de la synthèse protéique et la mort de la cellule par apoptose 
(Kurmanova #., 2007). 
'#*"/?
Les  sont responsables de diarrhées du voyageur et de diarrhées infantiles 
aqueuses pouvant être fatales. Les ETEC adhèrent aux cellules épithéliales intestinales grâce 
aux facteurs CFs (Colonization Factors) dont les plus communs sont CFA/I, CFA/II et 
CFA/IV,  à l’adhésine sécrétée EtpA qui se lie de façon transitoire à l’extrémité des flagelles 
(Roy #', 2009) et aux protéines de membrane externe Tia et TibA @%	
)(). De plus, les 
ETEC sécrètent deux entérotoxines : les entérotoxines thermolabiles (LT, thermoLabile 
Toxin) et thermostables (ST, thermoStable toxin). La toxine LT est très similaire en termes de 
%	
 )) ' 564
 2
 73D	535 2
6 .- " 
35:66 @A.
Les EIEC accèdent à la sous-muqueuse en transitant par les cellules Microfold (M) et une fois
internalisés dans les macrophages sous-jacents, les EIEC sont capables de lyser leur vacuole de
phagocytose, de se multiplier dans le cytoplasme de la cellule hôte et induisent ensuite leur mort
cellulaire à l’aide d’effecteurs bactériens sécrétés par le système de sécrétion de type III (SST3) tel
qu’7. Ceci leur permet d’aller ensuite envahir les cellules épithéliales par le pôle basolatéral. Au
contact des cellules épithéliales intestinales, les bactéries sont capables de promouvoir leur
endocytose en injectant dans le cytoplasme de la cellule hôte ) leur SST3 des effecteurs bactériens
tels qu’7 et 7	&, qui sont impliqués dans la polymérisation d’actine et la formation de
« ruffles » nécessaires à l’entrée des bactéries dans les cellules hôtes. Après lyse de leur vacuole, les
EIEC sont capables de disséminer de cellule à cellule en induisant le recrutement de la machinerie
nécessaire à une polymérisation d’actine à un des pôles de la bactérie, ceci mettant en jeu l’effecteur
bactérien ". Ceci permet la formation d’une comète d’actine, qui en association avec une
déstabilisation des microtubules (implication de l’effecteur bactérien ") permet de propulser les
bactéries dans les cellules adjacentes. Afin de prévenir le renouvellement et donc le détachement des
cellules épithéliales intestinales, les EIEC sécrètent 7, qui induit un arrêt du cycle cellulaire,
67 qui intéragit avec ILK (Integrin-Linked Kinase) et 7	$ qui prévient l’apoptose pour
empêcher l’exfoliation cellulaire. Les effecteurs 67, 67, 67% et 7 agissent de concert
pour moduler notamment les voies de signalisation NF-B (Nuclear Factor-B) et MAPK (Mitogen
Activated Protein Kinase) diminuant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires permettant
d’échapper au système immunitaire. La survie intracellulaire des EIEC est assurée notamment par
6 qui permet d’échapper à une prise en charge des bactéries par l’autophagie, un mécanisme de
dégradation intracellulaire. DOCK180 : dedicator of cytokinesis protein 1 ; ELMO: engulfment and
cell motility; IB: Inhibitor of NF-B subunit-; IL-8: interleukin-8 ; N-WASP: Neural Wiskott–
Aldrich Syndrome Protein; PtdIns(5)P: Phosphatidylinositol-5-phosphate; PtdIns(4,5)P2:
phosphatidylinositol-4,5- bisphosphate ; TJ :Tigh Junctions.





































fonction et de structure à la toxine cholérique (Qadri #', 2005). Il existe différents variants : 
LT-I associée à des maladies humaines et LT-II à des maladies animales. La toxine LT, 
composée d’une sous-unité A toxique et de cinq sous unités B (A1B5), permet l’adhésion des 
bactéries aux entérocytes ) les gangliosides de surface GM1 et GD1b (Johnson #', 2009). 
La sous unité A active l’adénylate cyclase et induit l’augmentation de la sécrétion d’ions 
chlorure (Nataro and Kaper, 1998). La toxine ST correspond à un peptide de petite taille, dont 
la forme active n’excède par 18-19 acides aminés, avec deux variants : STa (humaine) et STb 
(animale). La liaison de STa sur un récepteur à activité guanylate cyclase stimule l’activité de 
ce dernier et augmente ainsi la sécrétion d’électrolytes au niveau intestinal (Turner  #',
2006). D’autres facteurs de virulence ont été décrits pour les ETEC, tels que la cytotoxine 
formant des pores membranaires (ClyA, pore-forming cytotoxin A), l’autotransporter sérine 
protéase EatA (ETEC autotransporter A) et le facteur EAST1 (EnteroAggregative 
thermoStable enteroToxin 1) qui présente des similitudes avec la toxine STa (Croxen and 
Finlay, 2010).  
'#*)!/?
Les  ne sont différenciables des souches de "## que par des caractéristiques 
biochimiques car la physiopathologie associée aux infections à EIEC est très similaire. Ces 
souches sont responsables de syndromes dysentériques (forte fièvre, crampes abdominales, 
nausées et diarrhée aqueuse) qui évoluent rapidement en une dysentérie (selles contenant du 
sang et du mucus). La virulence de ces bactéries repose essentiellement sur la présence d’un 
SST3, codé par le plasmide pINV, qui permet l’injection dans les cellules hôtes de nombreux 
effecteurs bactériens (%	
))) (Croxen and Finlay, 2010). La porte d’entrée des EIEC au 
niveau de la muqueuse intestinale se situe au niveau des plaques de Peyer puisque ces 
bactéries ciblent les cellules M. Les EIEC sont capables d’échapper à la bactéricidie des 
macrophages sous-jacents en échappant de leur vacuole de phagocytose et en induisant la 
mort des cellules infectées, ceci implique entre autre l’effecteur bactérien IpaB. En sécrétant 
les effecteurs bactériens IpaC et IpgB1, les bactéries envahissent les cellules épithéliales 
intestinales par le pôle basolatéral en induisant la formation de « ruffles » membranaires, des 
élongations membranaires qui permettent l’englobement des bactéries en vue de leur 
internalisation (Mounier #', 2009). A l’intérieur des cellules, les EIEC lysent la membrane 
de leur endosome et sont capables de se mouvoir dans le cytoplasme des cellules hôtes et de 
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1 Les  et les  s’agrègent et adhérent aux entérocytes ) les pili %
(Aggregative Adherence Fimbriae), la dispersine,  (EAEC) et D (STEAEC). Les
bactéries hébergent un plasmide qui code la toxine 
3, un autotransporteur sérine
protéase, ciblant et clivant la spectrine, ce qui induit une perturbation du cytosquelette
d’actine conduisant au détachement des cellules. L’effecteur bactérien ;& est à
l’origine de l’augmentation du GMP cyclique intracellulaire, cependant sa fonction n’est
pas encore clairement définie. 1 Les DAEC adhérent de façon diffuse aux entérocytes )
les adhésines de type 9$. Une majorité des adhésines Afa/Dr se lient au récepteur
DAF (Decay-Accelerating Factor) et une minorité aux récepteurs de type CEACAM
(&$
" ## 
 3##). La toxine 3 (Secreted
autotransporter toxin) est impliquée dans la déstabilisation des jonctions serrées (TJ, Tight
Junction) augmentant ainsi la perméabilité de la barrière intestinale. L’infiltration de PMN
(PolyMorphoNuclear leukocyte) augmente la localisation des DAF à la surface cellulaire.























disséminer aux cellules adjacentes en recrutant la machinerie nécessaire à la polymérisation 
d’actine et en destabilisant le réseau de microtubules (Schroeder and Hilbi, 2008). Parmi les 
effecteurs mis en jeu, VirG recrute et active N-WASP (Neural Wiskott–Aldrich Syndrome 
Protein) et le complexe ARP2/3 impliqué dans la polymérisation d’actine et VirA stimule la 
déstabilisation des microtubules (Egile #', 1999; Yoshida #., 2006). Pour assurer leur 
survie intracellulaire et leur dissémination, les EIEC favorisent la survie des cellules 
épithéliales intestinales, inhibent leur renouvellement cellulaire et échappent à la 
reconnaissance par la machinerie de l’autophagie, qui est processus notamment impliqué dans 




Les  sont responsables de diarrhées persistantes dans les pays industrialisés ou 
en voie de développement et de certaines diarrhées du voyageur. Ces souches sont définies 
comme ne sécrétant pas les entérotoxines LT ou ST et adhérant aux cellules intestinales en 
formant des structures « en amas de briques », on parle alors d’adhésion agrégative1
L’adhésion bactérie-cellule et bactérie-bactérie est due à des fimbriae appelés AAF 
(Aggregative Adherence Fimbriae) responsables de la formation d’un biofilm et codés par un 
plasmide de 100 kb nommé pAA (Croxen and Finlay, 2010). Cependant, les souches EAEC 
ne présentent pas toutes ce type de fimbriae et ce sont alors d’autres structures qui favorisent 
leur adhésion telles que la dispersine et la flagelline. Il faut noter que certaines souches 
d’EAEC produisent des entérotoxines (EAST1, EAEC heat-Stable enteroToxin 1) et/ou des 
cytotoxines (Pet, plasmide-encoded toxin) ainsi que d’autres facteurs de virulence dont la 
fonction reste inconnue(Kaper#., 2004) (%	
)*). 
Des souches productrices de Shiga-toxines présentant des facteurs de virulence 
communs au pathovar EAEC et présents chez les exPEC ont été identifiées comme 
responsables de l’épidémie foudroyante survenue en Allemagene en 2011 (Mora #., 2011). 
Les analyses du génome des ces souches bactériennes suggèrent un transfert horizontal de 
gènes ayant favorisé l’émergence d’un nouveau pathovar d’'#hautement pathogène : les 









Les $ sont associés à des diarrhées aiguës et persistantes chez les enfants et à des 
infections du tractus urinaire (UTI). Ce groupe est très hétérogène et comprend des souches 
des quatre groupes phylogénétiques majeurs : A, B1, B2 et D (Escobar-Páramo #', 2004). 
Les DAEC adhèrent aux cellules épithéliales HEp-2 et HeLa de façon uniforme (adhésion 
diffuse). Cette capacité est due à l’expression d’adhésines codées par les opérons !DD. 
Ces adhésines peuvent être fimbriales (Dr et F1845) ou afimbriales (Afa) et sont toutes de la 
famille Afa/Dr (Pour revue (Servin, 2005)) (%	
 )* ). Une petite partie des DAEC 
exprime le facteur de colonisation CS20 présent chez les EPEC (Ochoa #', 2010). Toutes 
les adhésines Afa/Dr interagissent avec les cellules épithéliales intestinales ou urinaires ) le 
récepteur DAF (decay-accelerating factor) qui s’accumule sous les bactéries adhérentes. De 
plus, il y a une modulation de la voie de signalisation dépendante du Ca2+ qui induit 
l’élongation ainsi que l’altération des microvillosités de la bordure en brosse. Il faut noter que 
les DAEC possédant ou non des adhésines Afa/Dr stimulent la production d’IL-8 de façon 
dépendante de la présence des flagelles (Arikawa  #', 2005; Meraz  #., 2006). Cette 
augmentation d’IL-8 entraîne la transmigration des leucocytes polynucléaires (PMN, 
PolyMorphoNuclear leucocytes) qui permet une surexpression des récepteurs DAF, 
améliorant ainsi l’adhérence bactérienne (Bétis  #', 2003). Une sous-classe d’adhésine 
Afa/Dr interagit avec les récepteurs de type CEACAM (CarcinoEmbryonic Antigen-Related 
Cell Adhesion Molecule) qui s’accumulent alors sous les bactéries adhérentes, induisant 
l’effacement des microvillosités. Une telle déstabilisation de la barrière en brosse peut 
accroître le phénomène de diarrhées chez les patients. Le pouvoir pathogène des DAEC ne 
peut pas être exclusivement expliqué par le rôle des adhésines Afa/Dr. D’autres facteurs de 
virulence ont été recherchés, et outre les flagelles, l’autotransporteur Sat a été identifié. En 
effet, cette toxine peut détruire les jonctions serrées et augmenter la perméabilité au niveau 
épithélial (Le Bouguénec and Servin, 2006; Guignot #', 2007). 
'#*)!/
?
Les sont associés à la forme iléale de la maladie de Crohn (MC) (Darfeuille-
Michaud #., 2004). Ils sont caractétisés phénotypiquement par (i) la capacité à adhérer et 
envahir les cellules épithéliales intestinales selon un processus dépendant du recrutement des 

%	
 )+ ' 3563=
6 7D53?7=
6 2
6 .- " 2D5
36 




1 Cliché de microscopie électronique à transmission (MET) de cellules épithéliales HEp-
2 infectées par la souche de AIEC LF82 ( 6 200). Les bactéries sont capables d’adhérer
et d’envahir les cellules épithéliales intestinales. 1 Cliché de MET de macrophages
murins J774-A1, 24 h après infection par la souche AIEC LF82 (7 200). La souche AIEC
LF82 survie et se multiplie en macrophages murins dans une large vacuole. 1 Cliché de
microscopie électronique à balayage d’une structure granulomateuse induite  ) par la
souche AIEC LF82. Les agrégats contiennent à la fois des lymphocytes (indiqués par la
flèche) et des macrophages (1300). $1 Formation d’un biofilm par la souche AIEC LF82
sur des cellules intestinales I-407 fixées à la paraformaldéhyde. Les bactéries AIEC LF82
expriment la GFP et apparaissent en vert, l’actine est colorée en rouge et les noyaux des
cellules en bleu (630).
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. Les AIEC colonisent l’épithélium iléal en utilisant les 7 2
 3?7
 & :36 exprimés
à leur surface. Les pili de type 1 se lient au récepteur mannosylé CEACAM6
anormalement exprimé chez les patients atteints de maladie de Crohn. 1 La protéine du
stress du réticulum endoplasmique Gp96 est anormalement exprimée à la surface de
l’épithélium intestinal. Gp96 sert de récepteur aux vésicules de membranes externes
(") sécrétées par les AIEC, permettant leur internalisation dans la cellule hôte. 1 Les
AIEC se multiplient dans les cellules épithéliales et dans les macrophages (implication de
la protéine de réponse au stress 3 et de l’oxydoréductase $6). $1 Les bactéries
AIEC interagissent avec les cellules M ) l’expression des Long Polar Fimbriae (%),
leur permettant de transloquer à travers l’épithélium au niveau des plaques de Peyer.

























































microtubules et des microfilaments, (ii) la capacité à survivre et se multiplier fortement au 
sein de larges vacuoles dans les macrophages et (iii) la capacité à induire la libération de taux 
élevés de TNF- par les macrophages infectés (Boudeau #., 1999; Darfeuille-Michaud 
#., 2004; Glasser  #., 2001) (%	
 )+). De plus, les souches AIEC ont pour 
caractéristiques communes de former des biofilms, de pouvoir déstabiliser l’épithélium 
intestinal et d’induire la formation de granulomes (tumeur bénigne de nature inflammatoire) 
) (Chassaing and Darfeuille-Michaud, 2013; Martinez-Medina #', 2009; Meconi 
#., 2007; Sasaki #., 2007).  
Les  possèdent des caractéristiques génétiques proches de celles des ' #
extra-intestinaux (Miquel#', 2010). Aucun facteur de virulence particulier des AIEC n’a 
pu être identifié. Cependant, il a été mis en évidence que les souches AIEC expriment des 
variants de l’adhésine FimH des pili de type 1, leur conférant un haut pouvoir de liaison au 
récepteur CEACAM6 anormalement exprimé au niveau de l’épithélium iléal des patients 
atteints de MC (Barnich #', 2007; Dreux #., 2013) (%	
),). L’adhésion et l’invasion 
des AIEC fait également intervenir les pili de type 1, flagelles et les vésicules de membranes 
externes (Barnich#', 2003; Boudeau #., 2001; Rolhion #', 2005). Par ailleurs, il a été 
mis en évidence que 49,6% des souches AIEC hébergent l’opéron codant les LPF (Chassaing 
 #., 2011). Les bactéries AIEC qui expriment les LPF sont capables d’interagir avec les 
plaques de Peyer et de transloquer à travers les cellules M. L’implication de deux gènes 
bactériens (
&
) dans l’adaptation des AIEC vis-à-vis des stress rencontrés dans le 
phagosome des macrophages a également été démontrée (Bringer  #., 2005, 2007). 
L’expression de ces gènes est fortement augmentée lorsque les bactéries sont dans les 
macrophages. HtrA est impliquée dans la capacité des AIEC à résister au stress oxydant. 
L’oxydoréductase DsbA est nécessaire aux AIEC pour résister au stress acide et à la carence 
en nutriments auxquels elles sont confrontées dans les phagolysosomes. La délétion des gènes 

 et &
 a pour conséquence une incapacité des bactéries AIEC à se multiplier et à 







6!sont responsables de la majorité (90 %) des infections survenant au niveau 
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1 Les ! adhérent aux cellules uroépithéliales ) 
6 7 2
 3?7
 & reconnaissant les
uroplakines Ia et IIIa. Cette liaison active une voie de signalisation inconnue qui permet
l’invasion et l’apoptose. La liaison des pili de type 1 aux intégrines 31 permet
l’invasion des cellules urothéliales et la formation de communautés bactériennes
intracellulaires (IBC, Intracellular Bactrerial Community). L’hémolysine A (?) est une
toxine qui peut inhiber l’activation de la protéine Akt et entraîne l’apoptose et
l’exfoliation des cellules ouvrant une nouvelle porte d’entrée aux UPEC. L’effecteur
bactérien 3 (Secreted autotransporter toxin) est impliqué dans l’induction de dommages
tissulaires. 1 Les  sont protégés du système immunitaire de l’hôte par une capsule
de type K1. Ces bactéries utilisent les macrophages comme niche de réplication et sont
ensuite capables de traverser la barrière hémato-méningée (BHM) afin d’atteindre le
système nerveux central. Les mécanismes d’adhésion et d’invasion des NMEC font
intervenir les 7 2
 3?7
 & et la protéine 47 (Outer membrane protein A) qui
reconnaissent respectivement les récepteurs CD48 et Gp96. L’invasion met également en
jeu %& (Cytotoxic Necrotizing Factor 1) qui se fixe à la molécule 67LR (67kDa
Laminin Receptor). DCs : cellules dendritiques ; PMN: polymorphonuclear leukocyte.
















































































































nombreux facteurs de virulence principalement codés par des gènes se trouvant dans des îlots 
de pathogénécité. Ces facteurs de virulence codent des systèmes de captation du fer, des 
adhésines (FimH), des antigènes de capsules et des toxines sécrétées (Sat, Secreted 
autotransporter toxin). La colonisation du tractus urinaire fait intervenir l’adhésion des 
bactéries aux cellules urothéliales grâce à l’interaction des pili de type 1 portant l’adhésine 
FimH avec différents récepteurs comme les uroplakines I et IIIa ou les intégrines 3 et 1 
(Thumbikat  #', 2009; Wiles  #', 2008a) (%	
 )- ). Cette interaction conduit à 
l’internalisation des bactéries dans les cellules hôtes où elles forment une communauté 
bactérienne intracellulaire (IBC, intracellular bacterial community). L’ascension des bactéries 
aux reins se fait grâce à une régulation fine entre l’expression des flagelles et des pili de type 
1 (Lane #., 2007). La grande majorité des UPEC associés à des pyélonéphrites expriment 
des fimbriae de type P capables d’interagir avec des motifs glycolipidiques présents à la 
surface des cellules épithéliales rénales (Kaper #', 2004). Plusieurs génomes UPEC ont été 
séquencés et on y retrouve les gènes codant plus de dix types de fimbriae différents. Cette 
analyse a permis d’introduire la notion : « Home is where your pili stick » (Wiles  #.,
2008a). Les UPEC codent également une hémolysine A formant des pores (HlyA) et de CNF-
1 (cytotoxic necrotizing factor) impliqués dans l’apoptose et l’exfoliation des cellules (Wiles 
#', 2008b).  

6sont responsables de 80 % des cas de méningites néonatales. Le processus 
infectieux se fait en plusieurs étapes qui vont de la colonisation et l’invasion des muqueuses 
jusqu'à la traversée de la barrière hémato-méningée @%	
)-). Les bactéries utilisent les 
pili de type 1 et les fimbriae S pour reconnaître le récepteur CD48 à la surface luminale de 
l’endothélium cérébral (Khan  #., 2007). Par la suite, la protéine OmpA se lie à la 
glycoprotéine Gp96 pour induire l’internalisation des bactéries (Prasadarao, 2002). L’invasion 
des bactéries fait intervenir la toxine CNF1 ) la mise en place d’un réarrangement de la 
myosine (Essler #', 2003). La capsule K1, présente chez 80% des NMEC, joue également 
un rôle dans l’invasion des cellules en bloquant la fusion lysosomale et permettant ainsi le 
relargage de bactéries vivantes au travers la barrière hémato-méningée (Kim #', 2003). Il a 
été mis en évidence chez ces souches la présence d’un phage lambdoïde codant une 
acétyltranférase O qui acétyle l’antigène O permettant de conférer une grande diversité à la 
capsule, ce qui pourrait ainsi participer à sa dissimulation vis-à-vis du système immunitaire 












Plusieurs études indépendantes ont montré que les carcinomes et la muqueuse colique 
des patients atteints de CCR sont anormalement colonisés par un nombre élevé d’' #
comparativement à des sujets contrôles (Arthur #., 2012; Buc #', 2013; Maddocks #',
2009; Martin #', 2004; Swidsinski #', 1998). Une augmentation du nombre d’' #
associés et internalisés a été mise en évidence dans les tumeurs de patients atteints de CCR 
comparativement à la muqueuse non tumorale des mêmes patients et à la muqueuse de 
patients contrôles (Bonnet #', 2014). Par ailleurs, une augmentation de la colonisation des 
tumeurs par des ' # en fonction de l’avancement du stade tumoral a été observée, 
suggérant le développement d’une niche écologique favorable aux ' # chez les patients 
atteints à des stades plus tardifs.  
!#
Certains de ces ' # pathogènes sont capables à travers leur interaction avec les 
cellules épithéliales intestinales et les macrohages d’induire une réponse inflammatoire aigüe. 
C’est le cas par exemple des EHEC dont l’interaction avec les cellules épithéliales intestinales 
et les macrophages conduit à l’activation de la voie de signalisation NF-B et celle des 
MAPK (ERK, JNK, p38) ainsi qu’à la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-6, IL-
1, IL-8 et TNF- (Berin #., 2002; Ledesma #', 2010; Zhang#', 2012).  
Les AIEC associés à la maladie de Crohn sont quant à eux suspectés de jouer un rôle 
dans l’entretien de l’inflammation chronique observée chez ces patients. Les AIEC sont en 
effet capables d’induire une colite en modèle murin transgénique pour la molécule humaine 
CEACAM6, ainsi que d’aggraver une colite induite par du DSS (Carvalho#., 2008, 2009). 
Cet effet pro-inflammatoire est caractérisé par une augmentation de la sécrétion de cytokines 
pro-inflammatoires IL-17 et IL-1, une dimunition des cytokines anti-inflammatoires IL-10 et 
par une augmentation du score histologique et des dommages épithéliaux. Par ailleurs, le rôle 
pro-inflammatoire des AIEC est souligné par leur capacité à survivre et se répliquer au sein de 
macrophages, leur faisant sécréter de grandes quantités de la cytokine pro-inflammatoire 














Thioestérase de type II
Enzyme d’édition
Peptidase
ORF codant des transposases et des intégrases
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
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L’îlot génomique ( est composé de 19 gènes (#&
 à #&	) répartis sur 54 Kb. Les traits
noirs représentent les transcrits polycistroniques. La synthèse de la colibactine correspond
à une chaîne d’assemblage faisant intervenir plusieurs enzymes telles que des NRPS (Non
Ribosomal Peptide Synthase, des PKS (PolyKetide Synthase), des hybrides PKS-NRPS
(PolyKetide Synthase-Non Ribosomal Peptide Synthase..
(Modifiée d’après Nougayrède  #', 2006)
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







Les enzymes impliquées dans la synthèse des composés NRP (Non Ribosomal Peptide),
PK (PolyKetide) ou PK-NRP (PolyKetide-Non Ribosomal Peptide) s'organisent en méga-
complexes grâce à des domaines d'interactions protéine-protéine, présents à l’extrémité de
chaque enzyme, permettant d’associer l’enzyme n avec l’enzyme n+1 et d'ordonner les
enzymes en une chaîne d'assemblage. Le composé synthétisé est transféré d'un module
enzymatique au suivant. En fin de chaîne d'assemblage, le composé est libéré à partir de
l'enzyme terminale par une thioestérase, qui le plus souvent génère un composé linéaire ou
cyclisé. Par ailleurs, les composés sont modifiés en cours ou en fin de synthèse par des
enzymes d'édition. Ces dernières catalysent une grande diversité de réactions comme des
méthylations, des réductions. Ainsi, la famille des composés NRP, PK ou PK-NRP contient
une grande diversité de molécules portant des activités très différentes.






Implication de la colibactine  

Les données épidémiologiques obtenues au sein de notre unité et par le groupe du 
Professeur Christian Jobin au sein du département de Médecine, Pharmacologie et 
Immunologie-Microbiologie de l’Université de Caroline du Nord montrent que les ' #
producteurs d’une génotoxine, la colibactine, sont plus fréquemment trouvés dans les biopsies 
de tumeurs de patients atteints de CCR (50-65%) que dans les biopsies de patients atteints de 
la MC (40%) ou ne souffrant pas de maladie inflammatoire chronique de l'intestin ou de 
cancer (20,8%) (Arthur  #', 2012; Buc  #', 2013). Malgré de multiples essais, la 
colibactine n'a pas été isolée à ce jour et sa structure précise reste inconnue. La colibactine est 
un composé hybride PK (Polyketide)-NRP (Non Ribosomal Peptide) dont la synthèse est 
assurée par une chaîne d'assemblage enzymatique codée par un cluster de 19 gènes (#&
L
#&	) de 54 kb nommé ( (Polyketide Synthase) (Nougayrède  #', 2006) (%	
 ). 
3
)/). Cet îlot génomique est inséré dans le gène codant un ARN de transfert de l'asparagine, un 
site courant d’intégration des îlots de pathogénicité. L'activité transcriptionnelle des gènes de 
l'îlot a révélé un découpage en sept ARN messagers polycistroniques de tailles variables 
(Homburg #', 2007). Un premier polycistron de 23,3 kb comporte les gènes de #& à #&. 
Le deuxième recouvre les gènes #& à #&; et mesure 6,2 kb. Deux autres transcrits codent 2 
protéines, un premier de 3,9 kb code clbO et clbP, le suivant de 0,9 kb code clbR et clbA. Les 
autres transcrits forment des monocistrons. La présence de l’îlot génomique ( est associée à 
celle de la cyclomoduline CNF et à d’autres îlots de pathogénicité tels que celui de la 
yersiniabactine et certains facteurs de virulence tels que les gènes codant les adhésines des 
fimbriae P (PapC) et des fimbriae de type 1 (FimH), et l’hémolysine HlyA (Dubois  #',
2010; Nowrouzian and Oswald, 2012; Putze #', 2009).
L’infection de souris #+B-/- axéniques traitées à l’AOM/DSS et 
6Min/+ par des '
# producteurs de colibactine induit une accélération du développement tumoral avec une 
augmentation d’au moins 2 fois du nombre de tumeurs et du volume tumoral, 
comparativement aux animaux contrôles de même génotype non infectés et les animaux 
infectés avec un mutant de ces souches ne produisant pas de colibactine (Arthur #', 2012; 
Bonnet #', 2014). Ces résultats ont été confirmés, avec une augmentation du nombre de 

%	




La colibactine est un composé hybride PK/NRP génotoxique. 1 Elle induit des cassures
double brin de l’ADN en cellules Hela infectées par des ' # producteurs de colibactine,
qui peuvent être visualisées par microscopie suite un immunomarquage de l’histone
H2AX phosphorylée en position 139 (vert). Les noyaux des cellules sont marqués à
l’Hoescht (bleu). 1 Les dommages de l’ADN induits par la colibactine génèrent
d’importants remaniements chromosomiques, dans les cellules CHO infectées avec des '
# producteurs de colibactine, tels que des translocations et la formation de chromosomes
circulaires visualisables après marquage des chromosomes au DAPI (bleu). 1 Toutes ces
lésions activent la cascade ATM/Chk2 (schématisée dans la partie gauche de cette figure)
qui conduit à la phosphorylation de la protéine Cdc25c qui est alors séquestrée dans le
cytoplasme par la protéine 14-3-3. La protéine Cdc25c ne peut plus phosphoryler la
protéine Cdk1, ce qui conduit à un blocage du cycle cellulaire en phase G2/M pouvant
aboutir à une mélagocytose (augmentation du volume cellulaire). L’arrêt du cycle
cellulaire en phase G2/M (cellules 4N) est visualisé par cytométrie en flux. La
méglocytose est observée en réponse à l’infection par des ' # producteurs de
colibactine, suite à un marquage des noyaux au DAPI (bleu), du cytosquelette d’actine
(rouge) et d’-tubuline (vert).






















































La toxine CDT (Cytolethal Distending Toxin) est composée de 3 sous-unités (A, B et C).
La sous-unité B est internalisée par endocytose et transite jusqu’au noyau où elle induit
des cassures double brin de l’ADN. Ceci a pour conséquence d’activer une cascade de
phosphorylations initiée par la protéine ATM et conduisant à la déphosphorylation de la
protéine Cdc25C induisant sa séquestration cytoplasmique par la protéine chaperonne 14-
3-3. Ccd25C ne peut alors plus déphosphoryler la protéine Cdk1, ce qui conduit à un arrêt
du cycle cellulaire en phase G2/M (cellules 4N) pouvant aboutir à une mégalocytose. Le
blocage du cycle cellulaire et le phénotype de mégalocyose sont visualisés respectivement
par cytométrie en flux et une augmentation de la taille des noyaux par marquage au DAPI
(bleu).















































tumeurs et du volume tumoral, dans un modèle modèle murin de carcinogenèse induite traité à 
l’AOM/DSS infecté avec une souche d’' # hébergeant un plasmide porteur de l’îlot 
génomique pks (Cougnoux #., 2014). La colibactine induit, ) et )), des cassures 
double brin de l'ADN conduisant à un arrêt du cycle cellulaire, et éventuellement à la mort 
cellulaire par apoptose (Arthur  #', 2012; Marcq  #', 2014; Nougayrède  #., 2006) 
(%	
*0). Cette activité génotoxique nécessite des bactéries vivantes et un contact entre les 
bactéries et les cellules. Les dommages de l’ADN causés par des infections à faibles doses 
avec des '# producteurs de colibactine ne sont souvent pas correctement réparés ce qui 
peut avoir pour conséquences l’accumulation d’aberrations chromosomiques et une 
augmentation de la fréquence des mutations génétiques (Cuevas-Ramos #', 2010). De plus, 
les cellules infectées par les '#producteurs de colibactine peuvent entrer en sénescence, 
ce qui s’accompagne notamment de la production d’espèces oxygénées réactives, connues 
pour leurs effets génotoxiques (Cougnoux #., 2014; Secher #., 2013).  
Implication de CDT 
Des '# producteurs de la toxine CDT(Cytolethal Distending Toxin) ont été isolés 
chez 12,5% de patients atteints de CCR et 0% de patients contrôles (Raisch #. 2014). La 
toxine CDT, produite par de nombreuses bactéries pathogènes à Gram négatif, est une 
protéine hétérodimérique constituée de 3 sous-unités, A, B et C dont la masse moléculaire 
varie selon l’espèce bactérienne considérée (23-30 kDa, 28-29 kDa et 19-21 kDa 
respectivement) (Jinadasa #', 2011). Les sous-unités A et C, impliquées dans la liaison de 
la toxine à la membrane plasmique des cellules cibles, permettent de délivrer dans la cellule 
hôte la sous-unité B qui porte une activité enzymatique DNAse (Haghjoo and Galán, 2004). 
La sous-unité CdtB est internalisée par endocytose, transportée par voie rétrograde vers 
l’appareil de Golgi et le réticulum endoplasmique puis transloquée dans le noyau, où elle 
induit  des cassures double brin de l’ADN et  ! un blocage du cycle cellulaire en phase 
G2/M (Comayras  #', 1997; Fedor  #', 2013; Frisan  #., 2003) (%	
 *&). Il a 
également été montré que l’exposition chronique des cellules épithéliales intestinales à la 
toxine CDT induit des aberrations chromosomiques et une augmentation de la fréquence des 
mutations, soulignant le potentiel génotoxique de cette cyclomoduline (Guidi  #', 2013). 
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La cyclomoduline Cif (Cycle inhibitoring factor) est produite par les ' # appartenant
aux pathovars entéropathogènes (EPEC) et entérohémorragiques (EHEC) qui possèdent le
locus d’attachement et d’effacement des entérocytes (LEE) qui code notamment pour un
système de sécrétion de type III (SST3). Après son injection dans la cellule hôte par
l’intermédiaire du SST3, Cif bloque l’activation de la kinase Cdk1 conduisant à un arrêt
du cycle cellulaire en phase G2/M visualisable par cytométrie en, flux. L’injection de Cif
dans la cellule hôte entraîne également une inhibition de l’enzyme E2 du système
d’ubiquitination qui conduit à une inhibition de la voie ubiquitine/protéasome. L’action de
Cif, au niveau de cellules Hela infectées par des ' # producteurs de cette toxine,
conduit à l’apparition des effets cytopathiques tels que les fibres de stress d’actine
(marquage à la rhodamine-phalloïdine en rouge) et de plaques d’adhésion focales
(marquage de la taline en vert) ainsi que des noyaux géants (marquage au DAPI en bleu).




































d’études spécifiques ont été menées à ce jour quant au rôle de cette toxine dans le 
développement du CCR et sa prévalence semble faible dans le contexte du CCR.
Implication de Cif 

 La toxine inhibitrice du cycle cellulaire (Cif, Cycle inhibiting factor) est produite par 
différentes bactéries intestinales dont l’espèce '#, au sein de laquelle sa distribution est 
limitée aux pathovars EPEC et EHEC. Le gène codant la toxine Cif est porté par un prophage 
lambdoïde (Jubelin #', 2009). La toxine Cif est organisée en deux régions : la séquence N-
terminale porte un peptide d'adressage au SST3 et le domaine C-terminal porte l'activité 
enzymatique de la toxine. Sa structure est apparentée à celle des peptidases à cystéine active, 
des acétyltransferases et des transglutaminases. 
Après injection de Cif dans la cellule hôte ) le SST3, elle inactive l’enzyme E2 du 
système d’ubiquitination, en désaminant la glutamine en position 40, ce qui entraîne une 
inhibition de la voie ubiquitine/protéasome (Pour revue (Nougayrède  #', 2005). Cette 
activité suggère un effet pléiotropique qui peut affecter des protéines clés impliquées dans la 
carcinogenèse colorectale. Les conséquences cellulaires sont le blocage de l’apoptose et du 
cycle cellulaire (%	
*(). Les cellules peuvent cependant continuer à synthétiser de l’ADN 
et la teneur en ADN des cellules augmente par endoduplication pour atteindre 16n, ce qui 
pourrait engendrer des anomalies génétiques susceptibles de favoriser le développement 
tumoral. 
Implication d’EspF 
La présence d’' # induisant des lésions d’attachement et d’effacement (AEEC, 
Attaching and Effacing'#), dont les pathovars EHEC et EPEC, a été observée dans 25% 
des adénocarcinomes de patients atteints de CCR contre 0% au niveau de la muqueuse saine 
adjacente (Maddocks  #', 2009). Le rôle des AAEC dans le développement du CCR est 
appuyé par les résultats montrant que & , une bactérie induisant des 
lésions d’attachement et d’effacement chez les rongeurs, augmente le nombre d’adénomes 
coliques dans des modèles de susceptibilité au CCR (






carcinogène DMH) (Barthold and Jonas, 1977; Newman #', 2001). La capacité des souches 
d’'#appartenant au pathovar EPEC de diminuer l’expression des protéines de réparation 
des dommages de l’ADN MLH1 et MLH2 est en partie dépendante de l’expression de 
l’effecteur bactérien EspF, injecté dans la cellule hôte ) le SST3, comme le montrent les 
résultats obtenus avec un ' # invalidé pour le gène codant EspF. Ceci conduit à une 
augmentation de la fréquence de mutations aux sites d’instabilité micro-satellitaire, montrant 
le potentiel mutagène de ces bactéries (Maddocks #', 2009, 2013). 
6#!*###

 L’infection de cellules épithéliales intestinales HCT116 par des '# producteurs de 
colibactine induit l’entrée en sénéscence des cellules, ce qui est associé à un phénotype 
sécrétoire riche en facteurs de croissance tels que HGF, FGF, GM-CSF et VEGF, capables 
d’augmenter de 50% la prolifération cellulaire (Cougnoux #', 2014; Cuevas-Ramos #', 
2010).  
Par ailleurs, il a été mis en évidence une prévalence augmentée des '# producteurs 
de la cyclomoduline CNF, qui stimule l’avancée du cycle cellulaire, dans les tumeurs coliques 
de patients atteints de CCR (39,5%), comparativement à la muqueuse de patients contrôles 
(12,9%) (Bronowski  #', 2008; Buc  #., 2013). La cyclomoduline CNF a été décrite 
initialement par Caprioli et collaborateurs en 1983 (Caprioli  #', 1983). Il en existe 3 
variants chez ' #, CNF1 à CNF3 qui partagent 65 à 90% d’homologie. CNF1 et CNF3 
sont codés par des gènes chromosomiques alors que CNF2 est codé par un gène plasmidique 
(Knust and Schmidt, 2010). Le gène !+ est situé sur l’îlot de pathogénicité nommé PAI-II 
situé en aval de l’opéron #$
 , qui code l'hémolysine alpha. La toxine CNF3 est présente 
chez les souches responsables d'infections chez les ovins et les caprins. Les toxines de la 
famille CNF sont des protéines d'environ 115 kDa organisées en trois domaines fonctionnels 
(Lax, 2007; Nougayrède #', 2005). L’extrémité N-terminal contient un domaine de liaison 
qiu permet une intéraction de haute affinité avec le récepteur cellulaire laminine, le domaine 
central assure la translocation du domaine C-terminal dans le cytoplasme et enfin l’extrémité 
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La toxine CNF (Cytotoxic Necrotizing Factor) se lie au niveau des jonctions serrées des
cellules hôtes qui l’internalisent par endocytose. Dans le cytoplasme, CNF induit la
désamination du résidu glutamine des Rho GTPases (Gln 63 de Rho, Gln 61 de Rac et
Cdc42). La conversion en glutamate de ces résidus entraîne l’activation des RhoGTPases.
Ce qui conduit, en cellules Hela traitées avec la toxine, à l’apparition de fibres de stress
d’actine (marquage à la fluorescéine-phalloïdine en vert) ainsi qu’une inhibition de la
cytocinèse induisant une multi-nucléation (marquage des noyaux au DAPI en bleu),
visibles sur la partie droite de cette figure. L’analyse en cytométrie en flux du cycle
cellulaire révèle un endoreduplication des cellules traitées.





















CNF possède une activité transglutaminase et catalyse la désamination ou la 
polyamination des protéines de la famille Rho GTPase (Rho, Rac et Cdc42) sur la glutamine 
en postition 63 (Boquet, 2001; Nougayrède  #', 2005). L’activation de ces GTPases 
contribue à la progression du cycle cellulaire en interagissant avec des effecteurs protéiques 
spécifiques (Nougayrède #', 2005; Oswald #', 2005). Ainsi, CNF favorise l’entrée dans 
le cycle cellulaire et la transition G1/S en affectant la production de la cycline D1, et des 
inhibiteurs des cyclines (CDKi, Cyclin-Dependent Kinase inhibitor) p21cip et p27kip, 
impliquées dans les points de contrôle du cycle cellulaire (Oswald #', 2005). CNF entraîne 
un contournement du point de contrôle en phase G1, induit des altérations du fuseau 
mitotique, de la cytocinèse, de la ségrégation des chromosomes et peut ainsi occasionner des 
aneupoïdies ou des endoréplications de l’ADN (%	
*)).  
	*L#5
Le rôle cytoprotecteur de la cyclomoduline CNF est appuyé par les résultats montrant 
une protection des cellules épithéliales HEp-2 contre l’apoptose induite par des UV-B 
(Fiorentini#', 1998; Miraglia #', 2007). Cet effet anti-apoptotique de CNF est attribué à 
sa capacité d’empêcher le décollement des cellules de la matrice, et d’activer la voie NF-B 
conduisant à l’augmentation de l’expression des protéines anti-apoptotiques BCL-2 et BCL-
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 Chez l’Homme, le côlon est le site anatomique exposé à la plus grande quantité de 
microorganismes. Le microbiote intestinal influence de nombreuses fonctions physiologiques 
et est de plus en plus considéré comme un organe à part entière. Avec la mise en évidence de 
dysbioses du microbiote intestinal chez les patients atteints de CCR, l’étude du rôle du 
microbiote intestinal dans la carcinogenèse colorectale fait l’objet depuis ces 15 dernières 
années de nombreuses investigations. Plusieurs études indépendantes, dont une menée au sein 
de l’unité M2iSH, ont mis en évidence une colonisation anormale des tumeurs coliques et de 
la muqueuse intestinale adjacente par l’espèce #. Si le potentiel carcinogène de 
souches d’'#productrices d’une génotoxine, la colibactine, a été bien démontré ) et 
en modèle murin, peu de données existent concernant l’interaction des ' # associés au 
cancer colorectal avec l’épithélium intestinal et les populations cellulaires prépondérantes 
présentes au niveau de la tumeur.  
Mes travaux de thèse se sont inscrits dans la caractérisation de souches d’' #
isolées de tumeurs coliques et dans l’étude de leur interaction avec l’épithélium intestinal et 
les macrophages dans le but de mieux comprendre leur influence potentielle sur la 
carcinogenèse colorectale. Ce travail a donné lieu à deux publications qui sont présentées et 
commentées dans cette partie. 
Dans une première étude, acceptée pour publication dans le journal « World Journal of 
Gastroenterology », la capacité de souches d’'#isolées de patients atteints de cancer du 
côlon à adhérer et à envahir ) des cellules épithéliales intestinales et à coloniser ))
la muqueuse intestinale de souris et à promouvoir la prolifération cellulaire a été analysée. 
Avec pour hypothèse que les bactéries colonisant les tumeurs, en tant qu’entité du 
microenvironnement tumoral, pourraient activer les fonctions pro-tumorales des 
macrophages, une seconde étude soumise dans le journal « Cellular Microbiology » s’est 
focalisée sur l’interaction entre des ' # associés au CCR et les macrophages. En 
particulier, nous avons analysé la capacité de ces bactéries à induire l’expression du facteur 
pro-tumoral COX-2. 

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 Même si l’étiologie des cancers colorectaux (CCR) sporadiques reste à ce jour mal 
définie, de nombreux arguments sont en faveur de l’implication du microbiote intestinal dans 
le développement tumoral. Un modèle proposé pour expliquer le rôle des bactéries dans le 
développement du CCR est celui du « driver-passenger » (Tjalsma  #., 2012). Selon ce 
modèle, sous l’influence de facteurs environnementaux et/ou génétiques, la muqueuse colique 
de patients à risque de développer un CCR serait colonisée par des bactéries dites « driver », 
c’est-à-dire capables d’initier la carcinogenèse colorectale de par leurs propriétés 
génotoxiques et/ou pro-inflammatoires. Les altérations cellulaires et tissulaires qui vont 
s’opérer au niveau de la muqueuse colique entraineraient alors des modifications des 
conditions environnementales locales, favorisant l’émergence de bactéries opportunistes dites 
« passenger ». L’expansion au site tumoral de bactéries ayant des propriétés oncogéniques, au 
détriment de bactéries aux propriétés « suppresseurs de tumeurs » pourrait ainsi participer à la 
promotion tumorale.  
 Des altérations de la composition du microbiote intestinal ou dysbioses ont été mises 
en évidences chez les patients atteints de CCR, avec en particulier une augmentation de 
l’abondance de certaines bactéries telles que celles appartenant au genre   et 
%&(Balamurugan #., 2008; Chen #', 2012; Kostic #., 2013; McCoy 
#', 2013; Sobhani  #', 2011; Wu  #., 2013). Des études indépendantes ont mis en 
évidence que la muqueuse, les adénomes et les carcinomes de patients atteints de CCR sont 
colonisés par un nombre élevé d’'#comparativement aux patients contrôles (Arthur #., 
2012; Bonnet  #', 2014; Buc  #., 2013; Maddocks  #., 2009; Martin  #', 2004; 
Swidsinski #., 1998). Ces bactéries pourraient participer activement à l’accumulation de 
mutations de l’ADN, directement ) l’expression de génotoxines ou indirectement en 
diminuant l’expression de protéines de réparation de l’ADN. D’ailleurs 33% des ' #
associés au CCR codent des génotoxines. De plus, ces souches d’'#pourraient participer 
activement au développement tumoral en mettant en place et/ou en entretenant une 
inflammation chronique.  
 L’objectif de ce travail était de caractériser les ' # isolés de la muqueuse de 
patients atteints de CCR. Nous avons déterminé leur capacité à adhérer et envahir des cellules 

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épithéliales intestinales, à former des biofilms et à induire l’expression du récepteur 
CEACAM6. Enfin, en utilisant des souris transgéniques CEABAC10, exprimant le récepteur 
CEACAM6 humain et un protocole d’infection chronique, nous avons étudié la capacité de la 
souche d’' # 11G5 isolée d’un patient atteint de CCR à induire l’inflammation et la 
prolifération cellulaire. 

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Abstract
AIM: To provide further insight into the characteriza-
tion of mucosa-associated Escherichia coli  (E. coli ) iso-
lated from the colonic mucosa of cancer patients. 
METHODS: Phylogroups and the presence of cyclo-
modulin-encoding genes of mucosa-associated E. coli 
from colon cancer and diverticulosis specimens were 
determined by PCR. Adhesion and invasion experiments 
were performed with I-407 intestinal epithelial cells 
using gentamicin protection assay. Carcinoembryonic 
antigen-related cell adhesion molecule 6 (CEACAM6) 
expression in T84 intestinal epithelial cells was meas-
ured by enzyme-linked immunosorbent assay and by 
Western Blot. Gut colonization, inﬂammation and pro-
carcinogenic potential were assessed in a chronic infec-
tion model using CEABAC10 transgenic mice. Cell prolif-
eration was analyzed by real-time mRNA quantiﬁcation 
of PCNA and immunohistochemistry staining of Ki67.
RESULTS: Analysis of mucosa-associated E. coli  from 
colon cancer and diverticulosis specimens showed 
that whatever the origin of the E. coli  strains, 86% of 
cyclomodulin-positive E. coli  belonged to B2 phylogroup 
and most harbored polyketide synthase (pks ) island, 
which encodes colibactin, and/or cytotoxic necrotizing 
factor (cnf ) genes. In vitro  assays using I-407 intestinal 
epithelial cells revealed that mucosa-associated B2 E. 
coli  strains were poorly adherent and invasive. How-
ever, mucosa-associated B2 E. coli  similarly to Crohn’s 
disease-associated E. coli  are able to induce CEACAM6 
expression in T84 intestinal epithelial cells. In addition, 
in vivo  experiments using a chronic infection model of 
CEACAM6 expressing mice showed that B2 E. coli  strain 
11G5 isolated from colon cancer is able to highly persist 
in the gut, and to induce colon inﬂammation, epithelial 
damages and cell proliferation.
CONCLUSION: In conclusion, these data bring new 
insights into the ability of E. coli  isolated from patients 
with colon cancer to establish persistent colonization, 
exacerbate inﬂammation and trigger carcinogenesis. 
© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights reserved.
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Core tip: Tumors and mucosa of patients with colon 
cancer are abnormally colonized by Escherichia coli 
(E. coli ) belonging to B2 phylogroup. The aim of the 
present study was to provide further insight into the 
characterization of colon cancer-associated E. coli . 
Despite their poor ability to adhere to and to invade 
intestinal epithelial cells in vitro , we showed that colon 
cancer-associated E. coli  induce carcinoembryonic an-
tigen-related cell adhesion molecule 6 (CEACAM6) ex-
pression, a receptor involved in adhesion of pathogenic 
E. coli . These bacteria were also able to persist and 
promote low grade inﬂammation and cell proliferation, 
in a chronic infection model of CEACAM6 expressing 
mice, highlighting their oncogenic potential.
Raisch J, Buc E, Bonnet M, Sauvanet P, Vazeille E, de Vallée 
A, Déchelotte P, Darcha C, Pezet D, Bonnet R, Bringer MA, 
Darfeuille-Michaud A. Colon cancer-associated B2 Escherichia 
coli colonize gut mucosa and promote cell proliferation. World J 
Gastroenterol 2014; 20(21): 6560-6572  Available from: URL: 
http://www.wjgnet.com/1007-9327/full/v20/i21/6560.htm  DOI: 
http://dx.doi.org/10.3748/wjg.v20.i21.6560
INTRODUCTION
Colorectal cancer (CRC) is the fourth leading cause of  
cancer death and is responsible for about 610000 deaths 
per year worldwide[1]. Although many etiologic genetic 
changes are associated with progression from adenoma-
tous lesions to invasive carcinoma[2], the specific causa-
tive factors in the development of  sporadic CRC remain 
unclear. Accumulating evidence supports that inﬂamma-
tion and gut microbial communities inﬂuence the devel-
opment of  colorectal carcinoma[3-5]. Two theories have 
emerged to explain the contribution of  bacteria in CRC: 
(1) the “alpha bug” concept, wherein select members of  
a microbial community with virulence and pro-carcino-
genic features are capable of  remodeling the microbiome 
as a whole to drive pro-inﬂammatory immune responses 
and colonic epithelial cell transformation leading to can-
cer[6]; and (2) the “driver-passenger” concept, wherein 
certain indigenous intestinal bacteria, termed “bacteria 
drivers”, initiate CRC by inducing epithelial DNA dam-
ages: the resulting tumorigenesis induces intestinal niche 
alterations that promote the proliferation of  passenger 
opportunistic bacteria with a growth advantage in the tu-
mour microenvironment[7]. 
Dysbiosis of  the intestinal microbiota has been ob-
served in CRC patients. Recent pyrosequencing data of  
CRC-associated bacterial microbiota have revealed, in 
particular, over-representation of  some bacteria such as 
Bacteroides/Prevotella, Faecalibacterium and Fusobacterium[8,9]. 
In addition, independent studies show that colonic ad-
enomas, carcinomas and the mucosa of  CRC patients are 
abnormally colonized by high numbers of  adherent Es-
cherichia coli (E. coli) compared to controls[10-12]. It has been 
suggested that the role of  E. coli in CRC promotion and 
development is related to chronic inﬂammation. Inﬂam-
mation can result from bacterial infection, via its effects 
on both the host and the microbiota, in particular by pro-
moting the expansion of  E. coli, which actively contribute 
to the accumulation of  mutations resulting from DNA 
damages induced by genotoxins, or by downregulating 
host DNA mismatch repair proteins[3,11,13]. In particular, 
E. coli strains harboring the polyketide synthase (pks) 
genotoxic island, which are found in a signiﬁcantly high 
percentage of  inflammatory bowel disease (IBD) and 
CRC patients, can promote invasive carcinoma in mono-
colonized azoxymethane (AOM)-treated Il10-/- mice[3]. In 
addition, certain pathogenic bacteria can also be involved 
in cancer development, like, for example enterotoxigenic 
Bacteroides fragilis (ETBF), a common human commensal 
bacterium that is associated with colon cancer[14]. ETBF-
induced chronic inﬂammation and tumorigenesis in Ap-
cMin/+ mice (a mouse model of  familial adenomatous pol-
yposis) involve the induction of  the polyamine catabolic 
enzyme spermine oxidase, which causes DNA damages 
and uncontrolled cell proliferation in intestinal epithelial 
cells[15].  
Patients with IBD have an increased risk of  colon 
cancer and small bowel adenocarcinoma[16,17]. As in colon 
cancer patients, dysbiosis toward selected micro-organ-
isms and decreased complexity of  commensal bacteria 
have been observed in patients with Crohn’s disease (CD) 
and ulcerative colitis (UC), but it is not clear whether 
dysbiosis contributes to the development of  IBD or is 
instead a consequence of  the disease. Patients with IBD, 
compared to healthy controls, have fewer bacteria with 
anti-inﬂammatory properties and/or more bacteria with 
pro-inﬂammatory properties. Several metagenomic-based 
studies reported that members of  the phyla Bacteroide-
tes and Firmicutes were reduced in patients with CD or 
UC[18-20]. Among the Firmicutes, Faecalibacterium praus-
nitzii has anti-inflammatory properties; its numbers are 
reduced in patients with CD and associated with a risk 
of  post-resection recurrence of  ileal CD[20]. In contrast, 
a greater relative abundance of  Enterobacteriaceae, mostly 
E. coli belonging to the B2 phylogenetic group, has been 
reported in CD patients more notably on mucosa-asso-
ciated microbiota than in fecal samples[10,18,21-24]. Intestinal 
colonization by E. coli correlates with bacterial adhesion 
of  CD-associated E. coli strains to intestinal epithelial 
cells[10,25]. CD-associated E. coli share abilities to adhere 
to and to invade intestinal epithelial cells and to survive 
within macrophages[26,27] and they are termed accord-
ingly adherent-invasive E. coli (AIEC). The abnormal 
colonization of  CD mucosa by AIEC involves abnormal 
expression of  a host receptor, the carcinoembryonic anti-
gen-related cell adhesion molecule 6 (CEACAM6)[28]. In-
terestingly, CEACAM6 is not only abnormally expressed 
in the ileum of  patients with CD[28] but expression of  
this molecule is also up-regulated in proliferating cells in 
adenomas and colorectal tumors[29,30]. However, the origin 
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of  CEACAM6 surexpression in colon cancer is not yet 
clearly understood. 
The aim of  the present study was to provide further 
insight into the characterization of  mucosa-associated E. 
coli isolated from the colonic mucosa of  cancer patients. 
We determined their ability to interact with intestinal epi-
thelial cells, with a particular focus on bioﬁlm formation 
and the presence of  cyclomodulin-encoding genes, and 
to induce CEACAM6 expression in intestinal epithelial 
cells. Finally, using CEABAC10 transgenic mice express-
ing human CEACAMs, we assessed the effects of  long-
term chronic infection by the colon cancer-associated 
E. coli strain 11G5 for its ability to colonize the gut, to 
potentiate inﬂammation and to induce cell proliferation. 
MATERIALS AND METHODS
Ethical considerations
Ethical approval for the study was granted by the Cl-
ermont-Ferrand research ethics committee. This IRB 
allowed for the waiver of  written consent and approved 
the process of  obtaining verbal consent from potential 
subjects, because the research involved no procedures 
for which written consent is normally required outside 
of  the research context and presents no risk of  harm 
to subjects. The biological samples were collected from 
colon resections, which were required for the treatment 
of  patients. The investigators explained the study to the 
potential subject verbally, providing all pertinent informa-
tion such as purpose, procedures and putative risks. Fol-
lowing this verbal explanation, the potential subject was 
provided with a study information sheet. After allowing 
the potential subject time to read the study information 
sheet, the investigators answered any additional questions 
the subject may have. A verbal agreement to participate 
in the research was obtained for all patients included in 
the study. The dates of  verbal consent were tracked in a 
non-identiﬁable manner.
Patients 
Eighty-one patients were studied between March 2007 
and July 2010 at the University hospital of  Clermont-
Ferrand, France, 48 with colon cancer (adenocarcinoma), 
and 33 with diverticulosis. For ethical considerations no 
surgical specimens from healthy patients were included 
and diverticulosis specimens were used as non-neoplastic 
controls. Among patients with diverticulosis, we excluded 
those with acute or chronic inflammation at the time 
of  surgery, and those with stenosis to avoid potential 
consequences of  inflammation on gut microbiota. Sex 
ratio (M/F) was 1.22 and 0.74 for CRC and diverticulosis 
patients respectively. The age range was 35-95 years for 
cancer patients (median age, 70 years and average age, 
67 years) and 34-81 years for controls (median age, 58 
years and average age, 60 years). Biopsies were taken on 
non-involved mucosa near the site of  malignant tumors 
in resected colon. Pathologic analysis conﬁrmed the neo-
plastic features of  the samples. Bowel preparation was 
by oral sodium picosulfate or oral polyethylene glycol 
the evening before surgery. All resection patients had 
received cefoxitin (2 g intravenously) at the time of  inci-
sion and none had received antibiotics in the 4 wk before 
sampling. Ethical approval for the study was granted by 
the Clermont-Ferrand Research Ethics Committee. 
Biopsy treatment for determination of associated E. coli 
numbers
The mucosal biopsy specimens were transported on ice 
to the laboratory. The samples were weighed (50 to 100 
mg each) and washed thoroughly three times in 10 mL 
PBS to remove most of  the fecal bacteria. To determine 
the number of  associated bacteria, samples were crushed 
(Ultra-Turrax, IKA) and incubated for 15 minutes in the 
presence of  0.1% Triton X-100. Ten-fold dilutions of  
the lysates were then plated on Drigalski agar and chro-
mogenic agar chromID CPS3® (bioMérieux), which allow 
the identiﬁcation of  E. coli isolates. Colony forming units 
(CFUs) of  E. coli isolates were collected after 24 h of  
incubation at 37 ? and the identiﬁcation of  bacteria was 
confirmed with the automated Vitek ?® (bioMérieux) 
system. When possible a maximum of  96 E. coli isolates 
per sample were collected for molecular typing. The bac-
teria were subcultured for 24 h at 37 ? in 96-well plates 
in Luria Bertani medium, supplemented with 15% glyc-
erol and then stored at -80 ?.
Molecular phylogenetic grouping and PCR assay for 
cyclomodulin and adhesin-encoding genes
Ten isolates per sample were typed with molecular 
methods to identify the E. coli isolates (E. coli genotypes) 
colonizing the samples. Two genotyping methods were 
used: an “Enterobacterial Repetitive Intergenic Con-
sensus” sequence (ERIC)-PCR using primer ERIC2 (5’ 
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 3’) and a “Ran-
dom Ampliﬁed Polymorphic DNA” (RAPD)-PCR using 
primer 1283 (5’ GCGATCCCCA 3’)[31,32]. For each isolate, 
one representative isolate was subsequently analysed and 
stored at -80 ? in Luria-Bertani medium supplemented 
with 15% glycerol. E. coli isolates were then classiﬁed ac-
cording to the E. coli Reference Collection system into 
phylogenetic groups A, B1, B2, and D using a multiplex 
PCR technique[33]. Strain RS218, which harbors all the 
genes targeted by the multiplex PCR, was used as positive 
control. To investigate the presence of  cyclomodulin (pks 
genomic island, cdt, cnf, and cif)-, adhesin (afa, afa/dr and 
aaf)-, or intimin (eae)-encoding genes, PCR assays were 
performed using primers listed in Table 1. 
Cell culture
The intestinal epithelial cell lines T84 (ATCC, CCL-248) 
and Intestine-407 (I-407; ATCC, CCL-6) were maintained 
in an atmosphere containing 5% CO2 at 37 ? in the 
culture medium recommended by ATCC. For infection 
assays, cells were seeded in 24-well plates at a density of  
2 × 105/cm2.
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Adhesion and invasion assays
?-407 cells were infected at a multiplicity of  infection 
(MOI) of  10 bacteria per cell. Adhesion and invasion 
assays were performed as previously described[27]. For 
adhesion assays, monolayers were washed five times in 
PBS after 3 h of  incubation at 37 ?. To determine the 
numbers of  intracellular bacteria (invasion assay), cell 
culture medium containing gentamicin at a concentration 
of  200 μg/mL was added for 1 h to kill extracellular bac-
teria. The epithelial cells were then lysed with 1% Triton 
X-100 in deionized water. This concentration of  Triton 
X-100 had no effect on bacterial viability for at least 30 
min. Samples were diluted and plated onto LB agar plates 
to determine the number of  CFU.
Bioﬁlm formation assays
Biofilm formation assays on abiotic surface were per-
formed using a previously described method[34]. Bioﬁlm 
measurements were calculated using the formula SBF = 
(AB-CW)/G, in which SBF is the speciﬁc bioﬁlm forma-
tion, AB the OD570nm of  the attached and stained bacte-
ria, CW the OD570nm of  the stained control wells contain-
ing only bacteria-free medium (to eliminate unspeciﬁc or 
abiotic OD values), and G is the OD630nm of  cell growth 
in broth. Assays were performed in triplicate. 
Bioﬁlm formation assays were also performed using 
PFA-ﬁxed ?-407 cells[34]. Brieﬂy, conﬂuent ?-407 mono-
layers were ﬁxed for 15 min in 3.7% PFA-PBS. The ﬁxed 
cells were washed and infected with bacteria in M63 min-
imal medium and incubated overnight at 30 ºC without 
shaking. For visualization, infected epithelial cells were 
ﬁxed for 15 min in 3.7% PFA-PBS and permeabilized in 
PBS-0.1% Triton X-100. Coverslides were incubated with 
goat anti-E. coli polyclonal antibodies (dilution 1/100, 
AbD serotec) and Alexa 488-labeled anti-goat antibod-
ies (dilution 1/300, Invitrogen). Actin cytoskeleton was 
stained using TRITC-labelled-phalloidin (Sigma). The 
slides were examined with a Zeiss LSM 510 Meta con-
focal microscope (ICCF platform, Clermont-Ferrand, 
France).
Mouse model infection 
CEABAC10 transgenic mice (heterozygote[35] were 
housed in speciﬁc pathogen-free conditions in the animal 
care facility at Université d’Auvergne, Clermont-Ferrand, 
France). Mice from the same generation were used for 
experimentation. Animal protocols were approved by the 
Committee for Research and Ethical Issues of  the Inter-
national Association for the Study of  Pain. 
A total of  22 female 10 wk-old CEABAC10 mice 
were divided into three groups: non-infected control 
group (n = 6), 11G5-infected group (n = 7) and AIEC 
LF82-infected group (n = 9). The animals were pretreated 
once before the ﬁrst infection cycle by oral administration 
of  the broad-spectrum antibiotic streptomycin (20 mg in-
tragastric per mouse) to disrupt normal resident bacterial 
ﬂora in the intestinal tract and received a dose of  0.25% 
Table 1  List of primers used for PCR assays
Primer 
name
Sequence (5’-3’) Region 
speciﬁc for
Ref.


























































cif-int-s AACAGATGGCAACAGACTGG cif [51]
cif-int-as AGTCAATGCTTTATGCGTCAT
clbQ-F TTGTATAGTTACACAACTATTTC













1The afa-f and afa-r primers detect all afa-positive strains, irrespective of 
the afaE subtype and the binding properties of the adhesins (Afa/Dr+ 
and Afa/Dr-). Specific detection of strains encoding Afa/Dr+ adhesins 
was performed using afa-1 and afa-2 primers; 2Primers used with CDT-s1 
primer.
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(wt/vol) of  dextran sulfate sodium (DSS; molecular mass 
= 36000-50000 daltons; MP Biomedicals) in drinking 
water 3 d before infection to increase the accessibility of  
bacteria to the surface of  the epithelial layer. The admin-
istration of  0.25% DSS did not affect the body weight of  
mice and did not induce clinical symptoms of  colitis[36]. 
The mice were subjected to 8 consecutive cycles of  infec-
tion. For each infection cycle, they were orally challenged 
twice a week by intra-gastric gavage with 2 × 108 bacteria 
for a 3-wk period. This infection period was followed by 
a 1-wk recovery period without infection. For each cycle, 
5 d after the last oral bacterial infection, fresh fecal pellets 
(100-200 mg) were collected and suspended in PBS to 
evaluate colonization. After serial dilution, bacteria were 
enumerated by plating on LB agar medium containing 50 
μg/mL of  kanamycin and 50 μg/mL of  ampicillin isolate 
11G5 bacteria or 100 μg/ml of  ampicillin and 20 μg/mL 
of  erythromycin to isolate LF82 bacteria, and incubated 
at 37 ? overnight. 
Histological grading of intestinal inﬂammation and 
epithelial damages
After mouse sacrifice, the entire colon was excised and 
rolls of  the proximal colon were fixed in buffered 4% 
formalin, paraffin-embedded, cut into 5-μm slices, and 
stained with hematoxylin/eosin/safranin. The histologi-
cal severity of  colitis was graded in a blinded fashion by 
a GI pathologist. The tissue samples were assessed for 
the extent and depth of  inﬂammation and the extent of  
epithelial damages, as presented in Table 2. The histology 
score corresponds to the sum of  each item.
Immunohistochemistry
For immunohistochemical staining of  mouse Ki-67, heat-
induced epitope retrieval was performed using sodium 
citrate buffer (pH 6.0). Ki-67 antigen was detected using 
anti-mouse Ki-67 polyclonal antibodies (Leica) and re-
vealed with Vectastain ABC kit (Vector) and DAB detec-
tion kit (Invitrogen). The sections were counterstained 
using Gill’s hematoxylin (Vector).
Real-time mRNA quantiﬁcation
Total RNAs were extracted from tissue using a Nucle-
ospin® RNA/Protein extraction kit (Macherey-Nagel 
GmbH & Co). RNA samples were subjected to reverse 
transcription using High-Capacity cDNA Reverse Tran-
scription Kit and non-speciﬁc random hexamer primers 
(Applied Biosystems) and quantiﬁcation was performed 
using FastStart SYBR® Green Master kit (Roche Applied 
Science). The primer sequences used are given in Table 
3. Gene expression values were calculated based on the 
ΔΔCt method.
Enzyme-linked immunosorbent assay
T84 colon epithelial cells were infected with bacteria for 
6h at a MOI of  100 bacteria per cell. The amount of  
CEACAM6 on whole cell protein extracts was deter-
mined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
according to manufacturer’s instructions (R and D sys-
tems). 
Western immunoblotting
T84 colon epithelial cells were infected for 6h at a MOI 
of  100 bacteria per cell. Whole-cell protein extracts were 
prepared by adding NP-40 lysis buffer. Protein concen-
Table 2  Histological grading of intestinal inﬂammation
Symptoms Characteristics
Inﬁltration of inﬂammatory cells
   0 Rare inﬂammatory cells in the lamina propria 
   1 Increased numbers of inﬂammatory cells, including neutrophils in the lamina propria 
   2 Conﬂuence of inﬂammatory cells extending into the submucosa 
   3 Transmural extension of the inﬂammatory cell inﬁltrate
Inﬁltration of epithelium by polynuclear cells 
   0 No inﬁltration 
   1 Surface 
   2 Inside the crypt 
   3 Cryptic abscess
Severity of epithelial damage 
   0 Absence of mucosal damage 
   1 Lymphoepithelial lesions 
   2 Mucosal erosion/ulceration 
   3 Extensive mucosal damage and extension through deeper structures of the bowel wall
Surface of epithelial damage 
   0 Normal
   1 Focal
   2 Wide
Table 3  List of primers used for RT qPCR assays
Primer name Sequence (5’-3’) Region 
speciﬁc for
Ref.
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trations were determined by Bradford assay. Total pro-
teins were subjected to SDS-PAGE on 12% gels. 
Proteins were electroblotted onto nitrocellulose 
membranes (Amersham International), and the mem-
branes were immunoblotted for CEACAM6 (mouse anti-
CEACAM6, dilution 1/1.000, Genovac) and GAPDH 
(rabbit anti-GAPDH; dilution 1/1.000, Cell Signaling). 
Immunoreactants were detected using horseradish perox-
idase-conjugated anti-rabbit or anti-mouse immunoglobu-
lin G antibodies, ECL reagents (Amersham Biosciences) 
and autoradiography. 
Statistical analysis
Where appropriate, nonparametric data were expressed 
by median value (range). Normally distributed data were 
expressed as means. Error bars represent SEM. Statisti-
cal analysis was done using ANOVA (Histopathological 
score and RT-qPCR), Mann Whitney (adhesion, invasion 
and bioﬁlm assays) using GraphPad prism5 software. A P 
value of  0.05 was considered signiﬁcant. 
RESULTS
Most cyclomodulin-producing E. coli strains associated 
with colon cancer and diverticulosis belong to B2 phylo-
group
The analysis of  the presence of  cyclomodulin-encoding 
genes, pks island coding for colibactin, and/or cnf and/or 
cdt and/or cif  genes coding for cytotoxic necrotizing fac-
tor (CNF), cytolethal distending toxin (CDT), and cycle-
inhibiting factor (Cif) indicated that, whatever the origin 
of  the E. coli strains, either from colon cancer or divertic-
ulosis samples, 86% of  cyclomodulin-positive E. coli be-
longed to B2 phylogroup (Tables 4 and 5). Among E. coli 
strains isolated from colon cancer specimens, B2 E. coli 
strains harboring pks, cnf and cdt genes represented 26%, 
18% and 11% of  the total strains isolated, respectively 
(Tables 4 and 6). Among E. coli strains isolated from pa-
tients with diverticulosis, pks-positive B2 E. coli strains 
represented 13%, and cnf-positive B2 E. coli strains 9% of  
the total strains isolated. Although a higher prevalence of  
B2 E. coli strains harboring pks or cnf genes was observed 
in colon cancer patients than in patients with diverticu-
losis, this was not signiﬁcant (P = 0.06 for both pks and 
cnf  genes). Of  interest, all but two cnf positive strains also 
harbored pks and all cnf- and pks-positive E. coli strains 
belonged to the B2 phylogroup.
Low level of adhesion and invasion but high ability to 
form bioﬁlm of B2 E. coli strains isolated from colon 
cancer or diverticulosis patients
The analysis of  the ability of  E. coli strains to adhere to 
and to invade intestinal epithelial cells was restricted to 
B2 E. coli, which were the main cyclomodulin producers 
in our study. Of  note, due to cytolytic activity of  hemo-
lysin on cultured cells, hemolysin-positive E. coli strains 
were not tested. Results showed that B2 phylogroup E. 
coli strains isolated from colon cancer and from diverticu-
losis displayed low levels of  adhesion to ?-407 intestinal 
epithelial cells (Figure 1A). Compared to the adhesion 
level of  the AIEC reference strain LF82, for which a 
mean adhesion index of  53.23 ± 6.63 was observed, the 
adhesion levels of  all E. coli strains isolated from colon 
cancer (except E. coli strain 14H4, which had a mean 
adhesion level of  25.76 ± 5.06) or from diverticulosis 
ranged from 0.15 ± 0.02 to 4.04 ± 1.24 or from 0.10 ± 
0.04 to 9.17 ± 3.40, respectively. Microscopy examination 
after Giemsa staining showed a diffuse adhesion pattern 
(data not shown), and we therefore searched for adhesive 
factor-encoding genes associated with diffusely adhering 
Table 4  Distribution of Escherichia  coli  strains producing various cyclomodulins according to phylogroups and specimen origins  n  (%)
Phylogoups E. coli  strains exhibiting cyclomodulin-encoding genes
pks cnf cdt cif
Colon cancer-associated E. coli strains (n = 88)1  A (n = 20) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (2)
B1 (n = 14) 0 (0) 1 (1) 1 (1) 1 (1)
B2 (n = 38) 23 (26) 16 (18)   4 (11) 0 (0)
 D (n = 16) 0 (0) 1 (1) 1 (1) 0 (0)
Diverticulosis-associated E. coli strains (n = 46)2  A (n = 17) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
B1 (n = 3) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
B2 (n = 15)   6 (13) 4 (9) 0 (0) 0 (0)
 D (n = 11) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
1Isolated from 48 colon cancer patients; 2Isolated from 33 patients with diverticulosis. E. coli: Escherichia coli.
Table 5  Phylogroup distribution of cyclomodulin-positive Escherichia  coli  strains according to specimen origins  n  (%)
Phylogroups
A B1 B2 D
Cyclomodulin-positive E. coli strains isolated from colon cancer patients  2 (6) 2 (6) 26 (84) 1 (3)
Cyclomodulin-positive E. coli strains isolated from patients with diverticulosis 0 (0) 0 (0)     6 (100) 0 (0)
Cyclomodulin-positive E. coli strains   2 (5) 2 (5) 32 (86) 1 (3)
E. coli: Escherichia coli.
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E. coli (DAEC) strains (i.e., Afa and Afa/Dr adhesin-en-
coding genes). None of  the B2 E. coli strains tested was 
positive for afa or afa/dr genes except the highly adherent 
E. coli strain 14H4 isolated from colon cancer (Table 6). 
Of  note, none of  the B2 E. coli strains tested was positive 
for eae gene coding for intimin of  enteropathogenic E. 
coli or for aaf gene coding for the adhesive factor AAF of  
enteroaggregative E. coli, indicating that B2 E. coli strains 
studied do not belong to these E. coli pathovars. Analysis 
of  the ability of  bacteria to invade ?-407 cells showed 
Table 6  Hemolysin expression and presence of cyclomodulin- and adhesin-encoding genes in B2 phylogroup Escherichia  coli  strains
E. coli  strains Haemolytic 
phenotype1
Cyclomodulin-encoding genes Adhesin-encoding genes
pks cnf cdtB cif afa dra aagR
Colon cancer
   1C12 + + cnf1 - - - - -
   1D2 - + - - - - - -
   1F8 - - - - - - - -
   2D5 - - - - - - - -
   2F8 + + cnf1 cdtB-? - - - -
   2G2 + - - - - - - -
   4A9 - - - - - - - -
   6A8 + + cnf1 - - - - -
   6G8 + + cnf1 - - - - -
   6G10 - - - cdtB-? - - - -
   6G11 - - - - - - - -
   7G1 - - - - - - - -
   7G2 + + cnf1 - - - - -
   8A9 + + - - - - - -
   8A10 - - - - - - - -
   8F1 + - cnf1 - - - - -
   8G8 - - - - - - - -
   9G5 + + cnf1 - - + - -
   10D12 - + - - - - - -
   10E9 + + cnf1 - - - - -
   11F1 - - - - - - - -
   11G5 - + - - - - - -
   12B1 + + cnf1 - - - - -
   13H2 + + cnf1 - - - - -
   14H4 - + - - - + + (afaE5) -
   15D1 + - - - - - - -
   15D3 + + cnf1 - - - - -
   16C1 - + - - - - - -
   17G3 + - cnf1 - - - - -
   18C3 + + cnf1 - - - - -
   18C5 - - - - - - - -
   18H5 - + - - - - - -
   19D12 + + cnf1 - - - - -
   19G1 - + - - - - - -
   19H2 + + cnf1 cdtB-? - - - -
   20B6 + + cnf1 - - - - -
   20C3 - + - cdtB-? - - - -
   20D5 - - - - - - - -
Diverticulosis
   1D5 - - - - - - - -
   4D5 + + cnf1 - - - - -
   9D7 - - - - - - - -
   9F1 - - - - - - - -
   9F4 - - - - - - - -
   11D9 + + cnf1 - - - - -
   12H1 - + - - - - - -
   13D1 + + cnf1 - - - - -
   15C1 - - - - - - - -
   16A4 - + - - - - - -
   16A8 - - - - - - - -
   17C1 - - - - - - - -
   17F2 - - - - - - - -
   17E1 - - - - - - - -
   18E6 + + cnf1 - - - - -
1Alpha-hemolysin expression was analysed after over-night growth of bacteria on agar plates containing sheep blood. cnf: Cytotoxic necrotizing factor; cdt: 
Cytolethal distending toxins; cif: Cycle-inhibiting factor; afa: Aﬁmbrial adhesion. E. coli: Escherichia coli.
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that whatever the origin of  the B2 E. coli strains their in-
vasion levels were very low, ranging from 0.02% to 1.49%, 
except strain 14H4, for which invasion level was similar 
to that of  the AIEC strain LF82 (Figure 1B). 
We also investigated the ability of  B2 E. coli isolated 
from colon cancer to induce CEACAM6 expression as 
abnormal CEACAM6 expression was shown to pro-
mote gut colonization by AIEC[36] and AIEC bacteria 
were reported to be able to induce increased CEACAM6 
expression in intestinal epithelial cells[28]. A quantitative 
analysis of  the level of  CEACAM6 expression by T84 
intestinal epithelial cells in response to B2 E. coli infection 
was determined by ELISA (Figure 1C) and Western blot 
(Figure 1D). Interestingly, we observed that most of  B2 E. 
coli strains isolated from colon cancer induced increased 
expression of  CEACAM6 to a level similar to that of  
AIEC strain LF82. Of  note, B2 E. coli strains isolated 
from diverticulosis induced no or very low expression of  
CEACAM6 in T84 cells.
Another important bacterial trait involved in the colo-
nization of  the intestinal mucosa by gut resident bacteria 
is their ability to form bioﬁlm. This property was inves-
tigated both on abiotic and on ﬁxed intestinal epithelial 
cells. The level of  biofilm formation on abiotic surface 
was evaluated by calculating the speciﬁc bioﬁlm forma-
tion index (SBF). An SBF index of  3.13 ± 0.23 was ob-
tained for AIEC strain LF82 compared to 0.99 ± 0.22 for 
the non-pathogenic K-12 E. coli strain C600 (Figure 2A). 
We observed that 7/19 (37%) B2 E. coli strains isolated 
from colon cancer and 2/8 (25%) B2 E. coli strains isolat-
ed from diverticulosis harbored SBF index similar to that 
of  the bioﬁlm producer AIEC strain LF82 (P ? 0.05). 
Biofilm formation on fixed ?-407 intestinal epithelial 
cells was evaluated by confocal microscopy (Figure 2B), 
which conﬁrmed that 6/9 B2 E. coli strains having a high 
SBF index on abiotic surface were able to form a strong 
bioﬁlm on ﬁxed I-407 cultured cells. Combining the two 
methods of  bioﬁlm formation assessment, 16/27 B2 E. 
coli strains tested were able to form bioﬁlm. This shows 
that even B2 E. coli strains have a low ability to adhere to 
intestinal epithelial cells, at least half  of  them were able to 
form bioﬁlm to a level similar to that of  CD-associated 
E. coli strain LF82 known to form a strong bioﬁlm and 
no difference was observed between B2 E. coli strains 
isolated from colon cancer patients or from patients with 
diverticulosis. 
Colonization of colon mucosa in CEACAM-expressing 
mice by colon cancer-associated B2 E. coli strain 11G5: 
induction of inﬂammation and enhanced epithelial 
intestinal cell proliferation 
CEABAC10 mice harboring a bacterial artiﬁcial chromo-
some that contains part of  the human CEA family gene 
cluster including the CEACAM6 gene were infected with 
AIEC reference strain LF82 or B2 E. coli strain 11G5 iso-
lated from colon cancer patient. To assess bacterial colo-
nization, the levels of  bacteria in the stools were deter-
mined 5 d after the last infection of  each cycle, over the 



































































































































Figure 1  Adhesion, invasion and ability to induce carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6 expression of B2 Escherichia coli strains. A 
and B: Ability of colon cancer- and diverticulosis-associated B2 Escherichia coli (E. coli) strains and AIEC strain LF82 to adhere to and to invade I-407 intestinal epi-
thelial cells. A: Adhesion. Results are expressed as number of associated bacteria per cell after 3 h of infection; B: Invasion. Results are expressed as percentage of 
inoculum surviving after 3 h of infection and 1 h of gentamicin treatment; C and D: Induction of carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6 (CEACAM6) 
expression in colon epithelial T84 cells infected for 6h with colon cancer- and diverticulosis-associated B2 E. coli strains and AIEC strain LF82. C: Quantitative dosage 
of CEACAM6 by ELISA. Results are expressed as amounts of CEACAM6 in stimulated or infected cells relative to untreated cells. aP ? 0.05 vs diverticulosis associ-
ated E. coli. D: CEACAM6 expression analysis by Western Blot. E. coli strains 11G5 and 14H4 were isolated from colon cancer patients and E. coli strains 9F1 and 
15C1 from patients with diverticulosis. 
a
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8 consecutive cycles of  infection. Analysis of  the number 
of  bacteria recovered in the stools at cycle 4 and cycle 8 
revealed similar (P = 0.78) colonization levels for mice 
infected with AIEC LF82 and colon cancer-associated 
11G5 bacteria (Figure 3A). 
On macroscopic examination, no sign of  tumor de-
velopment such as neoplasia or polyp was observed in 
the colon of  mice infected with AIEC strain LF82 or 
colon cancer-associated 11G5 E. coli strain. Histological 
analysis showed a similar colonic histological score for 
inflammation and epithelial damages for mice infected 
with AIEC strain LF82 and E. coli strain 11G5 (P ? 0.05) 
(Figure 3B). Mice infected with E. coli strains LF82 and 
11G5 exhibited inﬁltration of  polynuclear cells in crypts, 
larger numbers of  crypt abscesses and large and multifo-
cal erosion plates (Figure 3C). 
The level of  proliferating cell nuclear antigen (PCNA) 
mRNA was measured in the colonic mucosa of  infected 
mice to determine the proliferative index (Figure 3D). 
Signiﬁcant (P ? 0.05) 2.5-fold and 2.9-fold increases in 
PCNA mRNA levels were observed in the colonic muco-
sa of  mice infected with the E. coli strain 11G5 compared 
to those of  control mice or mice infected with AIEC 
strain LF82, respectively. This ﬁnding was conﬁrmed by 
Ki67 immunostaining on colonic mucosa tissue. 11G5-
infected mice had higher numbers of  proliferative epi-
thelial cells in crypts than control mice and mice infected 
with AIEC strain LF82 (Figure 3E). This indicates that 
colonic mucosa cells undergo accelerated proliferation in 
response to infection by B2 E. coli strain 11G5 associated 
with colon cancer.
DISCUSSION 
Accumulating evidence supports the involvement of  in-
fectious agents in the development of  cancer, especially 
in organs that are continuously exposed to microor-
ganisms such as the colon. Remodeling of  the colonic 
microbiota due to environmental changes is thought to 
contribute to the pathogenesis of  colon cancer by sup-
pressing the growth of  cancer-protective bacterial species 
and allowing the emergence or expansion of  bacterial 
species with oncogenic potential. It has been suggested 
that the role of  E. coli in CRC promotion and develop-
ment is linked to chronic inﬂammation, which can result 
from bacterial infection via its effects on both the host 
and the microbiota, in particular that of  promoting the 
expansion of  certain bacteria, such as pro-inﬂammatory 
E. coli[37] or ETBF[38,39]. In parallel, two different studies 
have reported that between 71% and 82% of  patients 
with colonic adenoma or carcinoma[10,12] are highly colo-
nized by mucosa-associated E. coli compared to controls. 
The aim of  the present study was to provide further 
insight into the characterization of  the E. coli colonizing 
the mucosa of  colon cancer patients. 
It is well documented that B2 E. coli harbors genes 
coding for cyclomodulins such as colibactin, which is 
encoded by the pks genomic island, CDT, CNF or Cif, 
which can act as genotoxic agents and/or can modulate 
cellular differentiation, apoptosis, and proliferation[13,40,41]. 
In the present study, we observed that 86% of  cyclo-
modulin-positive E. coli isolated from colon cancer and 
diverticulosis specimens belonged to B2 phylogroup. Of  
interest, all but two cnf positive strains also harbored pks 
and all cnf- and pks-positive E. coli strains belonged to 
the B2 phylogroup. Our results are in good agreement 
with those reported by Arthur et al[3], who observed that 
66.7% of  patients with CRC and 20.8% of  controls har-
bored pks-positive E. coli.  
E. coli strains belonging to B2 phylogroup have a 
K-12 C600 LF82
11G5 12H1
Figure 2  Ability of B2 Escherichia coli strains to form bioﬁlm. Bioﬁlm for-
mation of colon cancer-associated and diverticulosis-associated B2 Escherichia 
coli (E. coli) were compared to that of the non-pathogenic K-12 E. coli strain 
C600 and the bioﬁlm producer AIEC strain LF82. A: Bioﬁlm formation on abiotic 
surface. Results are expressed as specific biofilm formation (SBF) index; B: 
Bioﬁlm formation on human I-407 intestinal epithelial cells. E. coli strain 11G5 
was isolated from a patient with colon cancer and E. coli strain 12H1 from a pa-
tient with diverticulosis. Bacteria were stained using goat anti-E. coli polyclonal 
antibodies (green) and I-407 cells were labeled for actin cytoskeleton using 
TRITC-labeled phalloidin (red). Y- and Z-stack projections are presented. 
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greater ability to colonize the human gut, due, at least in 
part, to accumulation of  genes encoding ﬁtness factors 
such as pili and adhesins[42,43]. In addition, an increased 
proportion of  mucosa-associated E. coli expressing hem-
agglutinins was observed in CD patients (39%) and colon 
cancer patients (38%) compared to controls (4%), in cor-
relation with the ability of  bacteria to adhere to ?-407 
and HT-29 intestinal epithelial cells[10]. However in our 
study, analysis of  the adhesive abilities of  B2 E. coli iso-
lated from colon cancer or diverticulosis revealed that the 
strains were poorly adherent to I-407, even if  the major-
ity of  them were able to form biofilm. However some 
B2 E. coli strains isolated from colon cancer induced 
increased expression of  CEACAM6 to a level similar to 
that of  AIEC strain LF82 associated with CD, indicating 
that colon cancer-associated E. coli could influence car-
cinogenesis, since CEACAM6 has been implicated in cel-
lular adhesiveness, invasiveness, and metastatic behavior 
of  tumor cells[30,44]. In addition, this result indicates that, 
in agreement with what we previously reported for AIEC 
strains isolated from CD patients[28], colon cancer-associ-
ated E. coli strains could have the ability to promote their 
own colonisation since CEACAM6 serves as a receptor 
for mediating adherence and/or cell entry of  pathogenic 
bacteria such as Neisseria bacteria[45], diffusely-adhering E. 
coli (DAEC)[46] or AIEC[28]. 
Experiments of  long-term colonization of  CEA-
BAC10 mice revealed that an E. coli strain isolated from 
colon cancer (strain 11G5) was able to persist in the 
gut of  CEABAC10 transgenic mice expressing human 
CEACAMs, including CEACAM6 and to exacerbate co-
lonic inﬂammation. Whether colonisation of  the intestinal 
mucosa of  colon cancer patients by B2 E. coli is a cause 



























































Figure 3  Impact of CEABAC10 mice colonization by B2 Escherichia coli strain on inﬂammation and cell proliferation. CEABAC10 mice transgenic for human 
CEACAMs, including CEACAM6, were subjected to 8 consecutive cycles of infection with AIEC LF82 or B2 phylogroup Escherichia coli (E. coli) strain 11G5. Control 
mice received PBS. A: Quantiﬁcation of the number of bacteria in the feces of mice at cycle 4 and cycle 8; B: Histopathological scoring for several parameters of in-
ﬂammation and epithelial damages (see Table 2) was performed at the end of the 8th cycle. aP ? 0.05 vs control; P = NS vs LF82; C: Hematoxylin/eosin/safran (HES) 
staining of colonic tissue sections; D: Total RNAs from colons were extracted at the end of the 8th cycle. PCNA and S26 mRNA levels were measured by RT-qPCR. 
PCNA amount relative to S26 is presented. aP ? 0.05 vs control; cP ? 0.05 vs LF82; E: Immunohistochemistry examination of Ki67 on colonic tissue sections. NS: 
Not signiﬁcant.
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COMMENTS
Background
Colorectal cancer (CRC) is one of the most prevalent cancers worldwide, and is 
the fourth leading cause of cancer death worldwide. Inﬂammation and changes 
in composition and function of gut microbial communities are suspected to be 
causative factors in the development of sporadic CRC.
Research frontiers
The authors and other researchers have reported abnormal colonization of tu-
mors and mucosa of colon cancer patients by Escherichia coli (E. coli) belong-
ing to B2 phylogroup.
Innovations and breakthroughs
To date, there has been a limited number of studies analyzing interaction of 
colon cancer-associated E. coli to intestinal epithelial cells. The authors showed 
that colon cancer-associated E. coli induce expression of the carcinoembryonic 
antigen-related cell adhesion molecule 6 (CEACAM6) receptor in intestinal epi-
thelial cells, and that these bacteria were able to persist in a chronic infection 
model of CEACAM6 expressing mice and had oncogenic potential. 
Applications 
The authors have analyzed the ability of colon cancer-associated E. coli to colo-
nize gut mucosa and inﬂuence carcinogenesis. Analyses to determine whether 
these bacteria take advantage of the tumor microenvironment to colonize the 
gut or promote their own colonization may be an important step in understanding 
their role in carcinogenesis and in the development of therapeutic strategies.
Terminology
CEACAM6 molecule serves as a receptor for mediating mucosa colonization by 
pathogenic bacteria.
Peer review
This study provides evidence supporting the hypothesis that colon cancer-asso-
ciated E. coli are able to colonize gut mucosa and to induce cell proliferation in 
a mouse model with overexpression of human CEACAM6. 
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Nous avons montré que des souches d’' # appartenant au phylogroupe B2 
productrices de génotoxines/cyclomodulines (et plus particulièrement les souches hébergeant 
l’ilôt génomique ( et les gènes !) sont présentes chez 89,5% des patients atteints de CCR, 
contre 30,3% de patients atteints de diverticulose. Ces résultats sont concordants avec ceux 
obtenus par l’équipe du Professeur Christian Jobin (Arthur #', 2012).  
Il est décrit que la plupart des souches d’' # appartenant au phylogroupe B2 
exprime des facteurs d’adhésion (fimbriae, adhésines) leur conférant un pouvoir de 
colonisation de l’épithélium intestinal. L’analyse de l’interaction des ' #  -, isolés de 
patients atteints de CCR et de patients diverticulose, avec les cellules épithéliales intestinales 
I-407 a révélé que ces souches présentent de faibles capacités d’adhésion et d’invasion 
comparativement à la souche d’' # adhérente et invasive (AIEC) de référence LF82 
associée à la maladie de Crohn (MC). De plus, ces souches d’'# associées au CCR, sauf 
une, ne possèdent aucune des adhésines (AFA, AFA/DR, intimine, et AAF) décrites chez les 
autres pathovars d’'# DAEC et EPEC. Cependant, nous avons observé que la plupart des 
' #B2 associées au CCR sont capables de former des biofilms sur cellules épithéliales 
intestinales et sur surface abiotique, ce qui pourrait leur conférer un pouvoir de colonisation 
de l’épithélium intestinal.  
 Les souches d’ '# B2 isolés de patients atteints de CCR induisent l’expression du 
récepteur CEACAM6 à un niveau similaire à celui observé pour la souche AIEC LF82 
associée à la MC. Le récepteur CEACAM6 est impliqué dans l’adhésion de bactéries 
pathogènes telles que les bactéries appartenant au genre , les DAEC et les AIEC 
(Barnich#., 2007; Bos #., 1997; Guignot #., 2009). Ces résultats indiqueraient donc 
que les souches d5'# associées au CCR pourraient favoriser leur propre colonisation )
l’induction de l’expression de CEACAM6 Par ailleurs, CEACAM6 étant décrit pour être 
impliqué dans l’adhésion cellulaire, l’invasion et la formation de métastases (Ilantzis #., 

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2002; Kim #., 2013a), ceci suggère que la capacité des '# associés au CCR à induire 

















 Nous avons analysé la capacité de la souche d’'#11G5 isolée d’un patient atteint 
de CCR à coloniser la muqueuse intestinale de souris CEABAC10, transgéniques pour des 
molécules CEACAMs humaines dont le récepteur CEACAM6. Le dénombrement des 
bactéries dans les fèces a permis de démontrer que la souche 11G5 est capable de coloniser 
rapidement la muqueuse intestinale des souris CEABAC10 et de persister, contrairement à un 
'# K-12 non pathogène. A l’issu de l’expérience, aucun polype n’a pu être détecté dans 
les côlons des souris infectées par la souche d’'#11G5. En revanche, comme le montrent 
le scores histologiques d’inflammation et de dommages épithéliaux ainsi que l’analyse des 
transcrits de cytokines pro-inflammatoires, la souche 11G5 exerce une activité pro-
inflammatoire similaire à celle observée pour la souche d’'#LF82 associée à la MC. 
 La souche 11G5 associée au CCR est également capable d’augmenter l’indice de 
prolifération de l’épithélium des souris infectées comme en témoignent l’augmentation de 
l’expression des marqueurs de prolifération PCNA, par RT-qPCR, et Ki-67, par 
immunohistochimie, au niveau de la muqueuse intestinale des animaux infectés par la souche 
d’'#11G5, comparativement aux animaux non infectés ou infectés avec la souche AIEC 
LF82.  
 Ces résultats suggèrent que les souches d’' # associées au CCR pourraient 
participer à la mise en place d’un environnement inflammatoire et l’établissement d’un 
épithélium hyperprolifératif. D’autres pathogènes associés à des cancers gastro-intestinaux 
induisent également la prolifération cellulaire. En effet, les   !"#
entérotoxinogènes induisent l’expression de l’oncogène $, celle-ci étant associée à une 
augmentation de la prolifération cellulaire dépendante notamment de l’activation du facteur 
de transcription -caténine (Wu  #., 2003). Un autre exemple est celui d’8#&
$#. Ce pathogène est impliqué dans la prolifération des cellules gastriques cancéreuses 
suite à l’activation du récepteur TLR4 par le LPS (Chochi #., 2008). Par ailleurs, plusieurs 

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cyclomodulines telles que CNF, produites principalement par les ' #B2 sont capables 
d’induire la prolifération cellulaire (Nougayrède #., 2005). La souche d’'#B2 11G5 
utilisée dans notre étude ne possède pas le gène codant la cyclomoduline CNF et est capable 
d’induire la prolifération cellulaire au niveau de l’épithélium intestinal de souris CEABAC10. 
Cet effet pourrait être imputé au LPS dérivé d’'#, qui a précédemment été décrit comme 
ayant une activité proliférative supérieure à celle observée pour le LPS d’8'$#/Chochi 
#', 2008). La prolifération cellulaire colique observée en modèle murin CEABAC10 suite à 
l’infection par la souche 11G5 pourraient également indirectement résulter de l’expression de 
la colibactine (Cougnoux #., 2014; Cuevas-Ramos #., 2010; Nougayrède #., 2006; 
Secher #., 2013). 
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Intracellular persistence of colon cancer-associated  # promotes pro-tumor 
activities of human macrophages by inducing sustained COX-2 expression. 
Jennifer Raisch, Nathalie Rolhion, Anaëlle Dubois, Arlette Darfeuille-Michaud*, and Marie-
Agnès Bringer*. (* Contribution équivalente des auteurs). Article en préparation. 






Les macrophages représentent la population majoritaire de l’infiltrat inflammatoire 
tumoral. Sous l’influence de signaux présents au sein du microenvironnement tumoral, les 
macrophages peuvent faire l’objet de reprogrammations transcriptionnelles pouvant conduire 
à la sécrétion de molécules aux propriétés oncogéniques (Erreni  #', 2011). Parmi ces 
molécules, PGE2 joue un rôle majeur dans l’orchestration de l’activité pro-tumorale des 
macrophages. Le niveau de sécrétion de PGE2 au site tumoral est corrélé à celui de son 
enzyme de synthèse, COX-2. Le rôle de COX-2 dans le CCR est supporté par de nombreux 
arguments épidémiologiques et expérimentaux. En effet, son expression est élevée dans 50% 
des adénomes colorectaux et 85% des adénocarcinomes de patients (Eberhart #', 1994). Un 
autre argument est l’efficacité des anti-inflammatoire non stéroïdiens (AINS) et d’inhibiteurs 
spécifiques de COX-2 (COXIB) à réduire la taille et le nombre de tumeurs chez les patients 
atteints de polypose adénomateuse familiale (PAF) et dans des modèles animaux de 
carcinogenèse intestinale (Oshima #., 1996; Steinbach #., 2000).  
Les tumeurs et la muqueuse colique de patients atteints de CCR sont anormalement 
colonisées par des souches d’' # de phylogroupe B2 produisant des 
génotoxines/cyclomodulines (Arthur #', 2012; Buc #', 2013). Notre hypothèse est que 
ces bactéries, en tant qu’entité du microenvironnement tumoral, pourraient participer à une 
reprogrammation des macrophages pour exprimer des fonctions pro-tumorales. L’objectif de 
cette étude était d’analyser la capacité des ' # B2 isolés de CCR à résister à l’activité 
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Suite à l’infection de macrophages dérivés de monocytes humains THP-1 par des 
souches d’' #  de phylogroupe B2 isolées de CCR, nous avons déterminé le nombre de 
bactéries intracellulaires à 1h post-infection (détermination du nombre de bactéries 
internalisées dans les macrophages) et à 24h post-infection (détermination du nombre de 
bactéries ayant survécu à l’activité bactéricide des macrophages). Les résultats obtenus 
montrent que les 19 souches d’'#B2testées sont internalisées à des niveaux similaires en 
macrophages THP-1. Contrairement à la souche d’' #B2 non pathogène ED1a qui est 
dégradée par les macrophages, 84% (16/19 souches) des ' #B2 associées au CCR sont 
capables de résister à l’activité bactéricide des macrophages voir même de se multiplier. Ce 
résultat a été confirmé par microscopie confocale et microscopie électronique à transmission. 
Les images obtenues à 24h post-infection montrent la présence, à l’intérieur des macrophages 
infectés, de deux types de vacuoles. Certaines contiennent un faible nombre de bactéries et 
d’autres contiennent de nombreuses bactéries. Ce résultat suggère que les macrophages 
pourraient représenter une niche de réplication et/ou de persistance pour les '# associés au 
CCR. Il serait à présent intéressant de caractériser le compartiment vacuolaire au sein duquel 
les bactéries survivent. En effet, de manière similaire aux ' # B2 associés au CCR, de 
nombreux pathogènes tels que ### Typhimurium ou 3$&&# sont 
capables de résister à l’activité bactéricide des macrophages (Stein  #., 2012; Thi  #., 
2012). Ceux-ci ont développés des stratégies leur permettant d’échapper aux mécanismes de 
défenses intracellulaires en bloquant ou détournant la maturation de leur vacuole. D’autres 
pathogènes, tels que les '#associés à la maladie de Crohn ou ##& possèdent 









La capacité des souches d’' # B2 associées au CCR à induire l’expression de 
COX-2, et par conséquent la sécrétion de PGE2 a été analysée en macrophages humains THP-
1. Nous avons montré que les '# associés au CCR induisent une expression de COX-2 et 

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une sécrétion de PGE2 significativement augmentée comparativement à celles induites par la 
souche d’'#non pathogène ED1a.  
Nous avons recherché si l’expression de COX-2 induite par les ' # associés au 
CCR était la conséquence de la stimulation extracellulaire des macrophages par les bactéries 
et/ou impliquait les bactéries intracellulaires. En effet, il a été précédemment mis en évidence 
que la souche d’' # uropathogène J96 est capable d’induire l’expression de COX-2 en 
activant les voies de signalisation dépendante du récepteur TLR4, exprimé au niveau de la 
membrane plasmique des cellules (Chen #', 2011b). Des niveaux similaires de COX-2 ont 
été observés suite à l’infection de macrophages dérivés de moelle osseuse de souris invalidées  
pour TLR-4 ou de souris sauvages. De la même manière, le traitement de macrophages THP-1 
avant l’infection avec des anticorps neutralisants dirigés contre TLR4 ne modifie pas le 
niveau d’expression de COX-2, montrant que la stimulation extracellulaire du récepteur TLR4 
par les '#associés au CCR n’est pas impliquée dans l’induction de COX-2.  
En revanche, l’infection de macrophages THP-1 avec des multiplicités d’infection 
croissantes de bactéries a révélé que l’expression de COX-2 et la sécrétion de PGE2 sont 
corrélées positivement avec le nombre d’' # intracellulaires. Le traitement des 
macrophages infectés avec un antibiotique à tropisme intracellulaire, l’ofloxacine, permet de 
réduire de manière significative le nombre de bactéries intracellulaires et est associé à une 
diminution significative du niveau d’expression de COX-2. Par ailleurs, une diminution 
significative de l’expression de COX-2 est observée lorsque les macrophages THP-1 sont 
infectés avec des bactéries tuées à la chaleur ou par un traitement antibiotique (gentamicine), 
montrant qu’il est nécessaire que les bactéries soient vivantes pour induire l’expression de 
COX-2. L’ensemble de ces résultats montrent que les '# intracellulaires sont impliqués 






La majorité (60,5%) des ' # B2 associés au CCR héberge l’ilôt génomique (,
impliqué dans la synthèse d’une composé hybride PK (#$()-NRP ( &#
) génotoxique, la colibactine. Il a été montré précédemment que la colibactine peut 
promouvoir la sénescence, avec pour conséquence l’induction d’inflammation et de stress 

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oxydant (Cougnoux  #', 2014). Afin d’analyser l’implication de la colibactine dans 
l’induction de COX-2, nous avons créé un mutant isogénique incapable de produire une 
colibactine fonctionnelle dans une souche d’' #B2 associée au CCR (souche 11G5) en 
invalidant un des gènes de l’ilôt génomique ( (gène #&K). Le mutant isogénique 
11G5Y#&K est capable de survivre et de se multiplier de manière similaire à la souche 
sauvage dans les macrophages THP-1. Par ailleurs, nous avons montré que la délétion de #&K
ne modifie pas le niveau d’expression de COX-2 induit par la souche d’' #11G5. Ces 
résultats indiquent que la capacité des '# B2 associés au CCR à survivre en macrophages 
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La régulation transcriptionnelle de COX-2 est sous le contrôle de plusieurs voies de 
signalisation incluant les voies des MAPK (ERK, JNK et p38) (Dixon  #', 2013). Nous 
avons montré que les souches d’'#B2 associées au CCR activent en macrophages THP-1 
les voies p38 et JNK, comme en témoigne l’augmentation de la phosphorylation des protéines 
p38 et JNK, mais pas la voie ERK. L’utilisation d’inhibiteurs spécifiques des voies de 
signalisation p38 et JNK a révélé que l’expression de COX-2 induite par les souches d’'#
associées au CCR est dépendante de l’activation de ces deux voies.  
De manière intéressante, nous avons également montré que la voie de signalisation 
p38 est impliquée dans le contrôle du nombre d’'#intracellulaires. En effet, le nombre de 
bactéries intracellulaires diminue significativement lorsque les macrophages sont traités avec 
un inhibiteur spécifique de p38. Il est décrit que les MAPK sont impliquées dans la formation  
des vacuoles de phagocytose et régulent les voies de dégradation intracellulaires endosomale 
et autophagique (Cavalli #', 2001; Corcelle #', 2007; Fratti #., 2003; Webber and 
Tooze, 2010). Afin d’échapper à la bactéricidie du phagolysosome, certains pathogènes  
modulent l’activation des voies de signalisation des MAPK. A titre d’exemple, l’activation de 
la voie de signalisation p38 favorise la réplication intracellulaire de 3$& )
alors que l’activation de la voie ERK la diminue (Klug #', 2011). Par ailleurs, l’activation 
des voies de signalisation p38 et JNK a été rapporté comme nécessaire à la survie du 
pathogène  ###(Dimitrakopoulos #., 2013)' Il est donc possible que les '

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# associés au CCR activent la voie p38 dans le but de détourner leur compartiment 
vacuolaire du traffic endocytaire classique afin de se créer une niche de 










































































































Des dysbioses du microbiote intestinal ont été mises en évidence chez les patients 
atteints de cancer colorectal (CCR) à partir de cohortes indépendantes. Même si aucun 
microbiote dysbiotique consensus, en terme de composition bactérienne, associé au CCR n’a 
pu être défini, les analyses de flore bactérienne ont révélé une prédominance anormale, chez 
les patients atteints de CCR, de bactéries à potentiel pro-inflammatoire et/ou oncogénique 
pouvant appartenir aux espèces   !"#, %& # ou 
# au détriment de bactéries dites « protectrices » telles que %#&
:(Balamurugan #', 2008; Kostic #., 2012; Swidsinski #., 1998; Toprak 
#., 2006). Il est à ce jour impossible de savoir si la colonisation anormale des tumeurs par ces 
espèces bactériennes précède le développement tumoral, ou bien, si elle est la conséquence 
d’un bouleversement de l’environnement extracellulaire et cellulaire qui s’opère sur le site de 
développement tumoral, offrant un avantage sélectif à certaines espèces bactériennes en 
créant une nouvelle niche écologique.  
La majorité des # associés aux tumeurs coliques de patients code des 
génotoxines et/ou cyclomodulines, ces bactéries pourraient donc jouer un rôle promoteur dans 
la carcinogenèse colorectale (Arthur #., 2012; Buc #., 2013). Par ailleurs, le fait que ces 
bactéries soient retrouvées associées aux tissus coliques aux différents stades de 
développement tumoral (adénomes, adénocarcinomes de différents statuts TNM) laisse penser 
que ces bactéries pourraient supporter la progression tumorale au travers de leur interaction 
avec les populations cellulaires « moteurs » du développement tumoral telles que les 
macrophages (Bonnet #., 2014).  
La caractérisation moléculaire des  # associés au CCR et l’étude des 
interactions entre ces bactéries et les différentes populations cellulaires retrouvées sur le site 
tumoral aideront à la compréhension du rôle que peuvent jouer ces bactéries dans la 














D’un point de vue moléculaire, peu de choses sont connues concernant les souches 
d’' # colonisant les tumeurs des patients atteints de CCR. L’intérêt de la communauté 
scientifique s’est pour l’instant principalement porté sur l’étude du rôle joué par la colibactine 
dans la carcinogenèse colorectale, une forte prévalence de souches hébergeant l’ilôt 
génomique ( impliqué dans la synthèse de cette génotoxine étant associée au CCR. Les 
souches d’' # isolées de CCR ne semblent pas appartenir à un pathovar d’' # déjà 
décrit. En effet, si une étude unique a montré que 25% des '# isolés d’adénocarcinomes 
de patients hébergent le gène  qui code l’intimine, impliquée dans l’établissement des 
lésions d’attachement et d’effacement causées par les souches appartenant aux pathovars 
EHEC et EPEC, ce résultat n’a pas été retrouvé dans d’autres études. De la même manière le 
groupe du Pr. J. Rhodes a rapporté une prévalence augmentée (66%) de souches positives 
pour le gène ! associé aux DAEC  chez les patients atteints de CCR (Prorok-Hamon #',
2014). Cependant, sur les 105 souches d’'#isolées de patients atteints de CCR de notre 
collection, tous phylogroupes confondus, aucune souche n’hébergeait le gène  et 
seulement 8,6% possédaient le gène ! (données du laboratoire). Par ailleurs, nous avons 
montré que ces souches adhèrent et envahissent faiblement  ) les cellules épithéliales 
intestinales en culture les excluant ainsi des pathovars AIEC associé à la maladie de Crohn et 
EIEC. Il apparait donc nécessaire à présent de séquencer et comparer les génomes de souches 
d’' # associés au CCR afin de rechercher si ces souches possèdent des facteurs de 
virulence ou de fitness communs et/ou des mutations pathoadaptatrices pouvant expliquer leur 
tropisme pour les tumeurs colorectales et/ou ouvrir de nouvelles pistes sur la compréhension 
de leur rôle dans le CCR.   
Le CCR peut avoir différentes origines : génétique, associé à une colite (MICI) ou 
sporadique. Les analyses de microbiote qui ont été réalisées à ce jour ont été menées 
uniquement sur des cohortes de patients atteints de CCR sporadiques. Il serait intéressant de 
pouvoir comparer les microbiotes dysbiotiques des patients atteints de CCR sporadiques aux 
microbiotes de patients atteints de CCR génétiques ou associés à une MICI. De telles analyses 
pourraient permettre de définir s’il existe un ou des pathobiontes associés au CCR en fonction 
de leur origine. Par ailleurs, afin d’apporter des éléments de réponse à la question de la 
relation réciproque entre l’établissement d’un microbiote dysbiotique et le développement 
tumoral, il serait intéressant de pouvoir suivre la composition du microbiote intestinal chez 
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Le niveau d’expression de CEACAM6 a été évalué par un anatomopathologiste sur des
coupes de biopsies de muqueuse de patients atteints de CCR, suite à un marquage par
immunohistochimie au moyen d’un anticorps anti-CEACAM6. Quatre niveaux
d’expression de CEACAM6 ont été définis: le grade 0 ne correspondant à aucune
expression, le grade 1 à une faible expression, le grade 2 à une expression modérée et le
grade 3 à une forte expression. La quantité d’' # colonisant ces mêmes tissus a été
déterminée par dénombrements sur géloses. Les résultats sont exprimés en nombre
d’unités formant des colonies (UFC) par gramme de tissu. Une augmentation non
significative de la colonisation des patients par des ' # en fonction de l’expression de

























des patients génétiquement prédisposés à développer un CCR (patients atteints de PAF et de 









La molécule CEACAM6 est surexprimée dans les adénocarcinomes colorectaux de 
patients atteints de CCR comparativement aux tissus sains pris en marge des tumeurs (Kim 
#., 2013a; Schölzel #., 2000) et le niveau d’expression est corrélé positivement avec le 
stade de développement tumoral des patients. Il est connu que CEACAM6 sert de récepteur 
pour des bactéries pathogènes telles que les bactéries appartenant au genre , les 
DAEC et les AIEC (Barnich #., 2007; Berger #., 2004; Wang #., 1998). Les AIEC 
sont capables d’induire l’expression du récepteur CECAM6  ) en cellules épithéliales 
intestinales, et la liaison entre l’adhésine FimH des pili de type 1 de ces bactéries et le 
récepteur CEACAM6 est impliquée dans la colonisation de la muqueuse intestinale et dans 
l’induction d’une colite sévère en modèle murin CEABAC10  (Carvalho #., 2008, 2009).  
Nous avons montré que des souches d’' # associées au CCR sont capables 
d’induire  ) l’expression de CEACAM6 et des résultats non publiés montrent une 
augmentation du nombre d’' # associés aux tumeurs des patients atteints de CCR en 
fonction du niveau d’expression de CEACAM6 (%	
 **). Il est donc possible que la 
colonisation des tumeurs par ' # puisse être favorisée par l’expression de CEACAM6. 
Cette hypothèse serait donc intéressant de testée ) en analysant le niveau d’adhésion des 
souches d’' # associées au CCR sur des cellules exprimant des niveaux croissants de 
CEACAM6  (lignées cellulaires exprimant différents niveaux de CEACAM6 ou transfectées 
avec des vecteurs permettant une surexpression de cette molécule), mais également )) en 
comparant les niveaux de colonisation par ces souches de souris transgéniques pour le 
récepteur CEACAM6 humain (modèle CEABAC2 et CEABAC10) et de souris sauvages. 
Par ailleurs, il serait intéressant d’analyser l’impact de l’expression de CEACAM6 sur 
le pouvoir oncogénique des '# associés au CCR, en analysant la capacité de ces '# à 









comparativement à des souris non transgéniques subissant le même traitement. Seraient alors 
notamment comparés le nombre et la taille des tumeurs coliques développées par les animaux, 
l’expression de marqueurs de la prolifération cellulaire tels que PCNA et Ki-67 et la 
microvascularisation développée au site tumoral.  
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Le développement de CCR sporadique est initié par la transformation d’un épithélium 
normal en épithélium hyperprolifératif suite à l’acquisition de mutations dans le gène codant 
la protéine APC, qui est impliquée dans l’activation de la voie de signalisation WNT/-
caténine. En effet, pour rappel, la protéine APC appartient au complexe de dégradation de la 
-caténine (qui est liée à l’E-cadhérine dans le cytoplasme) (Half #., 2009). En réponse à la 
stimulation par un ligand spécifique, le complexe de dégradation de la -caténine est inactivé, 
la rendant libre dans le cytoplasme. De même, le clivage de l’E-cadhérine induit un relargage 
cytoplasmique de la -caténine, qui peut alors transloquer dans le noyau et activer la 
transcription de gènes cibles impliqués notamment dans la prolifération cellulaire. La capacité 
à activer la voie de signalisation WNT/-caténine semble être un phénotype commun partagé 
par deux espèces bactériennes anormalement abondantes au niveau des tumeurs de patients 
atteints de CCR,   !"# et %&# (Rubinstein  #', 2013; 
Wu #., 2003). La fixation de toxine BFT, sécrétée par  '!"# entérotoxinogène, sur un 
récepteur spécifique restant à identifier induit le clivage de l’E-cadhérine transmembranaire 
ayant pour conséquence un relargage de la -caténine dans le cytoplasme, sa translocation 
nucléaire et l’activation de la transcription de gènes cibles impliqués dans la prolifération 
cellulaire tels que les gènes $ et $# + (Wu  #', 2003). De manière similaire, 
l’adhésine FadA de %' # est capable de se fixer sur l’E-cadhérine induisant ainsi 
l’activation de la voie WNT/-caténine et l’expression des oncogènes $ et $# +
(Rubinstein #', 2013). 
 En modèle murin CEABAC10, nous avons montré que la souche d’' # 11G5 
associée au CCR est capable d’induire une prolifération accrue de l’épithélium intestinal. 
Cependant, nous n’avons pas à l’heure actuelle décrit les mécanismes mis en jeu. Il serait 









d’activer la voie de signalisation Wnt/-caténine. L’état de phosphorylation du facteur de 
transcription -caténine, sa translocation nucléaire, l’expression des gènes cibles tels que 
$ et $#+ et l’activation de la voie de signalisation Wnt/-caténine par des systèmes 
de reporteurs luciférases inductibles (système TOP/FOP) pourraient être analysés dans 
différentes lignées de cellules épithéliales intestinales, en réponse à l’infection par des 
souches d’' # associées au CCR. De plus, la prolifération des cellules en réponse à 
l’infection pourrait être déterminée par des marquages bromodeoxyuridine (BrdU) ou à l’aide 
de kits spécifiques d’analyse de la prolifération cellulaire. L’activation constitutive de la voie 
Wnt/-caténine dans les modèles de carcinogenèse spontanée (
6Min/+) et induite 
(AOM/DSS) rend difficile l’analyse de l’activation de cette voie dans le côlon des animaux en 
réponse à l’infection par des souches d’'#. Il serait possible d’analyser si les souches d’'
# associées au CCR sont capables d’induire l’activation de cette voie de signalisation dans 
les modèles de xénogreffes en analysant la localisation cellulaire de la -caténine 
(cytoplasmique ou nucléaire), l’expression de marqueurs de prolifération (PCNA, Ki-67) et 
l’expression de gènes cibles ($ et $#+). 
 Au sein de notre cohorte, 18% des souches  d’' # isolées de patients de CCR 
codent la cyclomoduline CNF1. Elle est capable d’influencer directement la prolifération en 
favorisant l’entrée dans le cycle cellulaire et la transition G1/S. Le rôle de CNF dans la 
capacité des souches d’' # associées au CCR à promouvoir la carcinogenèse n’a pas 
encore était exploré. L’impact de la production de CNF1 sur le développement tumoral 
pourrait être analysé suite à l’infection de souris 
6Min/+ ou traitées à l’AOM/DSS par des 
mutants isogéniques invalidés pour le gène !+ comparativement à une infection avec les 
souches sauvages correspondantes. Par ailleurs, 52,2% de souches d’'# associées au CCR 
hébergeant l’îlot génomique ( hébergent également le gène codant CNF1. Il serait 
intéressant d’analyser s’il existe un effet synergique de ces deux cyclomodulines sur la 
carcinogenèse colorectale. Des expériences pourraient être menées  ) et  )) en 
comparant les propriétés de simples (( ou !) et doubles (( et !) mutants. Par ailleurs, 
il serait intéressant d’analyser la cinétique d’expression de ces génotoxines/cyclomodulines 
lors de l’infection de cellules épithéliales intestinales. Ceci pourrait être réalisé en utilisant des 
plasmides exprimant des gènes codant des protéines fluorescentes (GFP et Cherry par 
exemple) sous contrôle de promoteurs de gènes impliqués dans la synthèse de la colibactine 
(gène de l’ilôt () et du promoteur du gène !+. 
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Les THP-1 ont été infectés avec des souches appartenant aux phylogroupes A, B1, B2 et
D, isolées de patients atteints de CCR, et la souche d’' # commensale non pathogène
ED1a, à une multiplicité d’infection de 100 bactéries par cellules pendant 20 min, puis le
milieu d’infection a été remplacé par un milieu contenant de la gentamicine. Les résultats
sont exprimés en nombre d’unités formant des colonies (UFC) intracellulaires à 24h post-
infection par rapport aux UFC intracellulaires dénombrées à 1h post-infection, défini
comme 100%. Contrairement à une souche d’' # non pathogène rapidement éliminée
par les macrophages, les souches d’' # associées au CCR sont capables de survivre et
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Au niveau des tumeurs, les macrophages représentent la population majoritaire de 
l’infiltrat inflammatoire. Les macrophages sont des cellules spécialisées dans la détection et 
l’élimination de bactéries intracellulaires. Suite à leur phagocytose, les bactéries sont 
internalisées dans des vacuoles qui vont interagir séquentiellement avec des vésicules 
endosomales ou autophagosomales puis lysosomales, délivrant à l’intérieur des vacuoles 
contenant les bactéries des molécules bactéricides et un contenu acide en vue de l’élimination 
du micro-organisme ingéré. Cependant, certaines bactéries pathogènes se sont adaptées pour 
survivre aux conditions hostiles du phagolysosome, c’est le cas par exemple des AIEC 
associés à la maladie de Crohn et de ##&(Glasser #., 2001; Macdonald #.,
2014). D’autres bactéries ont élaboré des stratégies leur permettant par exemple d’échapper à 
une dégradation dans les phagolysosomes en détournant le trafic intracellulaire de leur 
vacuole afin de se créer une niche de persitence et/ou de réplication intracellulaire, c’est le cas 
de 3$& &# et de ###  serovar Typhimurium (Thi #., 
2012; Vergne #., 2005).  
Nos travaux ont montré que la grande majorité des souches d’'# de phylogroupe B2 
isolées de patients atteints de CCR sont capables de survivre et de se multiplier en 
macrophages humains contrairement à une souche d’'#commensale non pathogène. De 
manière intéressante, la capacité de survie et de réplication intramacrophagique des ' #
associés au CCR ne semble pas être restreinte aux bactéries appartenant au phylogroupe B2 
puisque ce phénotype est également observé pour les ' # isolés de tumeurs appartenant 
aux phylogroupes A, B1 et D (%	
 *+). Ces résultats suggèrent que les macrophages 
représenteraient une niche de persistance/réplication pour les '# associés au CCR. Afin de 
confirmer cette hypothèse, il serait intéressant de rechercher la présence d’' #
intramacrophagiques sur des coupes de biopsies de patients atteints de CCR, ainsi que dans 
les tumeurs de modèles murins de carcinogenèse (souris 
6Min/+ ou traitées à l’AOM/DSS) 
infectés par des ' # associés au CCR. La détection des ' # serait réalisée par 
fluorescence  (FISH,  %#$&:) à l’aide d’une sonde permettant 
de détecter l’ARNr 16S d’' #, ou d’un marquage à l’aide d’anticorps anti-' # et les 









Des études ) pourraient être également réalisées afin de déterminer si les '#
associés au CCR sont capables de survivre à l’activité bactéricide des auto-/ phagolysosomes 
ou bien si ces bactéries sont capables de modifier/altérer le traffic intracellulaire de leur 
vacuole. Pour ce faire, suite à l’infection des macrophages, les interactions des vacuoles 
contenant les ' # associés au CCR avec les différents organelles du trafic endocytaire 
classique et de l’autophagie pourraient être suivies au cours du temps par microscopie 
confocale.  
En fonction de leur localisation au niveau de la tumeur, les macrophages sont activés 
par des stimuli environnementaux différents qui peuvent moduler leur fonction bactéricide. 
Schématiquement, en périphérie de la tumeur, les macrophages sont polarisés en M1 (pro-
inflammatoires et bactéricides). Au contraire, au sein de la tumeur les macrophages sont 
polarisés en M2 (peu bactéricides). Il serait donc intéressant d’analyser le comportement des 
'# isolés de CCR vis-à-vis de macrophages exprimant ces deux états de polarisation. Ces 
tests pourraient être réalisés ) puisqu’il est possible à partir de cocktails de cytokines 
décrits dans la littérature de polariser des macrophages primaires (dérivés de monocytes de 
sang humain) ou de lignée continue (macrophages dérivés de monocytes humains THP-1) 
pour exprimer un phénotype M1 ou M2. Par ailleurs, la capacité de survie et de multiplication 
des souches d’'#associées au CCR pourrait être analysée dans des macrophages isolés de 
tumeurs de souris traitées à l’AOM/DSS, comparativement à des macrophages dérivés de la 
moelle osseuse. 
En réponse à l’infection par diverses bactéries à Gram négatif et positif, les 
macrophages s’engagent dans une reprogrammation transcriptionnelle responsable de 
l’expression  d’un phénotype M1 qui favorise l’élimination des bactéries (Benoit  #., 
2008a). Cependant, certaines bactéries pathogènes telles que ### $$ et 
3$& &# sont capables d’interférer avec la polarisation M1 des 
macrophages et d’autres pathogènes tels que ##& ou 7 sont capables de 
stimuler une polarisation M2 des macrophages, dans le but de favoriser leur survie 
intracellulaire (Benoit #., 2008b; Labonte #., 2014). La capacité des '# associés au 
CCR à polariser les macrophages pour un phénotype donné pourrait être analysée par 









traduit par des profils protéiques spécifiques. Brièvement, ) des macrophages seraient 
infectés par des souches d’'#associées au CCR. A différents temps post-infection, une 
analyse en spectrométrie de masse des protéines extraites des cellules infectées serait réalisée, 
et les spectres obtenus seraient comparés à ceux obtenus pour des macrophages polarisés pour 
un phénotype M1 ou M2 par des cocktails cytokiniques spécifiques, servant de référentiels et 
à ceux de macrophages infectés par une souche d’'#commensale ou stimulés par du LPS. 
De manière similaire, le profil de sécrétion de cytokines/chimiokines et le niveau d’expression 
de gènes décrits comme étant des marqueurs associés à une polarisation M1 ou M2, 
pourraient être analysés à partir de macrophages infectés par des '# associés au CCR. En 
parallèle, le profil d’expression de gènes marqueurs de polarisation M1 ou M2 pourrait être 
analysé sur des macrophages péritonéaux issus de souris infectées en intra-péritonnéales 
comparativement aux souris ayant reçues du PBS tel que cela a déjà été décrit pour le 








En fonction des stimuli environnementaux auxquels ils sont confrontés, les 
macrophages subissent des reprogrammations transcriptionnelles activant des fonctions pro-
inflammatoire/anti-tumorale (phénotype M1) ou pro-tumorale (phénotype M2), ces deux 
phénotypes représentant les extrémités d’un continuum d’états d’activation. Les macrophages 
retrouvés dans les tumeurs associées à une polarisation de type M2 jouent un rôle substantiel 
dans la carcinogenèse, en sécrétant un arsenal de cytokines/chimiokines, médiateurs de 
l’inflammation, facteurs de croissance et facteurs pro-angiogéniques. Ainsi, des stimuli 
activant une reprogrammation des macrophages pour exprimer un phénotype M2 peuvent 
profondément influencer le développement tumoral. Les tumeurs coliques des patients étant 
colonisées par '# et ces bactéries étant capables de persister dans les macrophages, il est 
possible que les ' # associés au CCR puissent influencer l’état d’activation des 
macrophages. Nos travaux ont montré que les '#associés au CCR induisent l’expression 
de COX-2 par les macrophages. De plus, des résultats préliminaires obtenus au laboratoire 
montrent que l’infection de macrophages humains THP-1 par des souches d’'#B2 isolées 
de patients atteints de CCR induit une augmentation de l’expression de gènes codant des 
facteurs de croissance impliqués dans la mise en place d’une néoangiogenèse VEGF et FGF2, 
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Les THP-1 ont été infectés avec la souche d’ ' # 11G5 isolée d’un patient atteint de
CCR à une multiplicité d’infection de 100 bactéries par cellules pendant 20 min, puis le
milieu d’infection a été remplacé par un milieu contenant de gentamicine. Les ARNm
messagers totaux ont été extraits à 8h post-infection. L’infection par la souche 11G5 induit
en macrophages une augmentation des ARNm des gènes codant les facteurs pro-
angiogéniques VEGF, FGF2, IL-8, et les protéines impliquées dans l’invasion et la



























de la chimiokine associée à l’angiogenèse IL-8, ainsi que l’expression des métalloprotéases 
MMP2, MMP7 et MMP9 impliquées dans les processus d’invasion cellulaire (%	
*,A. La 
capacité des souches d’' # associées au CCR à activer des fonctions pro-tumorales des 
macrophages pourrait être analysée par RNAseq afin de rechercher l’apparition de profils 
d’expression spécifiques des macrophages associés aux tumeurs. 
Comme évoqué ci-dessus, l’infection de macrophages par des '# associés au CCR 
induit l’expression de gènes impliqués dans l’angiogenèse. L’angiogenèse est une étape clé et 
limitante du développement tumoral. Au cours de l’angiogenèse se met en place une néo-
vascularisation qui permet d’augmenter les apports en oxygène et nutriments au site tumoral, 
indispensable à la croissance tumorale. Il serait intéressant de déterminer si les ' #
associés au CCR sont capables de promouvoir l’angiogenèse au travers de leur interaction 
avec les macrophages. L’expression par les cellules de facteurs impliqués dans l’angiogenèse 
est soumise à une régulation par des microARN appelés angiomiRs. Les angiomiRs 
interviennent dans la régulation de l’angiogenèse de manière cellule autonome (dans les 
cellules endothéliales) ou cellule non autonome (en modulant l’expression de facteurs pro-
angiogenéniques dans d’autres type cellulaire que les cellules endothéliales) (pour revue 
(Wang and Olson, 2009). Il serait ainsi intéressant de rechercher si l’infection de macrophages 
avec des ' # associés au CCR module l’expression d’angiomiRs, par des approches de 
qPCR. Par ailleurs, afin de définir le potentiel pro-angiogénique des macrophages infectés par 
des '# associés au CCR, des surnageants conditionnés de macrophages infectés pourraient 
être mis au contact de cellules endothéliales en culture (HUVEC,  &## )
## ##). La prolifération, le développement de micro-vaisseaux et l’activation du 
récepteur au VEGF (VEGFR2) sur les cellules endothéliales seraient analysés. Le pouvoir 
pro-angiogénique des souches d’' #associées au CCR pourrait être également évalué à 
l’aide d’un modèle )) d’anse aortique murine et en utilisant les modèles murins de CCR 
AOM/DSS et 
6Min/+, dans lequel la densité vasculaire au site tumoral serait analysée 
(Baker #., 2012). Ces études permettraient de supporter le rôle d’'# dans le CCR au 














Face à la résistance des patients à des stades avancés vis-à-vis des traitements anti-
cancéreux conventionnels, des stratégies thérapeutiques alternatives sont explorées. 
L’utilisation de bactéries comme outils thérapeutiques pour traiter le cancer suscite depuis 
plusieurs dizaines d’années un intérêt grandissant (Bolhassani and Zahedifard, 2012). Les 
genres bactériens ayant été exploités comme agents anti-cancer inclus ###,
, , #,3$& et  !&. Ces bactéries peuvent 
être délivrées à la tumeur par différentes voies (injection intratumorale, injection 
intraveineuse ou voie orale) et le contrôle de ces souches peut être assuré par des traitements 
antibiotiques adaptés. Des études précliniques ont montré la capacité de différentes souches 
bactériennes à délivrer ou produire des molécules thérapeutiques et/ou à induire une réponse 
anti-tumorale. Selon leurs propriétés, les bactéries peuvent être utilisées comme vecteur de 
thérapie génique ou pour délivrer/sécréter des molécules thérapeutiques ou oncolytiques dans 
l’environnement tumoral, à l’intérieur des cellules. A titre d’exemple, un essai clinique a déjà 
vu le jour en 2009 avec l’utilisation de $" dans le cadre du cancer du col 
de l’utérus. Dans cet essai des patientes présentant des stades tardifs de développement 
tumoral avec métastases ont reçu en intraveineuse une solution contenant '$"
qui exprime l’antigène HPV-16 E7 (exprimé dans plus de 70% des carcinomes cervicaux 
invasifs) fusionné à la listeriolysine O (LLO, ##$) non hémolytique. La LLO est un 
facteur de virulence de '$" impliqué dans la formation de pores membranaires 
(Maciag #., 2009). Il a été démontré que la fusion d’antigènes associés aux tumeurs à la 
LLO augmente l’immunigénécité de cet antigène induisant une meilleure efficacité 
thérapeutique contre les tumeurs (Gunn #., 2001; Sewell #., 2004; Singh#., 2005). 
Les résultats encourageants montrent une réduction tumorale chez 30% des patientes atteintes 
de cancer du col de l’utérus, dont 2 avec disparition des lésions tumorales (Maciag  #.,
2009). Par ailleurs, la médiane de survie et la survie à 1 an des patientes traitées sont 
respectivement de 347 jours et 53% contre 180 jours et 5% décrits dans la littérature pour les 
patients recevant un traitement classique. Un autre exemple est l’utilisation de souches de 
###$ atténuées. L’administration de ###$ hébergeant 
un gène codant la protéine de surface TEM8, majoritairement exprimée par les cellules 
endothéliales au site tumoral, est capable d’inhiber, en modèle murin, l’angiogenèse et la 









récentes ont démontré que plusieurs espèces bactériennes possèdent un tropisme particulier 
pour les macrophages. A titre d’exemple, la souche "## !# possède un tropisme 
pour les macrophages associés aux tumeurs, suite à l’infection en intra-veineuse de souris 
porteuses de xénogreffes de cellules cancéreuses du sein ou d’un modèle développant 
spontanément des cancers du sein (Galmbacher  #', 2010). De plus, l’infection avec une 
souche invasive avirulente induit une augmentation de l’apoptose des macrophages associés 
aux tumeurs avec une diminution de moitié de leur nombre. Ceci s’accompagne d’une 
réduction de 74% de la taille des tumeurs. Ces résultats suggèrent que le ciblage spécifique 
des macrophages associés aux tumeurs par des bactéries représente une perspective 
thérapeutique d’intérêt. Le caractère aéro-anaérobie d’' # lui conférant la capacité de 
survivre à la fois dans des milieux oxygéné et hypoxique, une condition environnementale 
rencontrée au sein des tumeurs solides, et le tropisme des souches d’'#associées au CCR 
pour les macrophages, une population cellulaire d’intérêt, pourraient en faire des candidats 






















En conclusion, ces deux dernières décennies ont été marquées par la découverte de 
microbiotes intestinaux dysbiotiques associés aux maladies inflammatoires chroniques 
intestinales et au cancer colorectal. Si un certain nombre d’études prônent un rôle direct 
d’espèces bactériennes particulières dans le développement du cancer colorectal, d’autres 
soulèvent l’hypothèse d’un rôle du microbiote dans sa globalité. Ces deux hypothèses ne sont 
d’ailleurs pas exclusives si l’on considère que les propriétés oncogéniques d’une espèce 
bactérienne particulière peuvent conduire au remodelage du microbiote intestinal favorisant 
l’émergence de communautés bactériennes. Nos travaux ont permis de mieux caractériser les 
# associés au cancer colorectal et ont ouvert de nouvelles pistes quant au rôle 
que pourraient jouer ces bactéries dans la carcinogenèse colorectale au travers de leur 
interaction avec les cellules de l’hôte. Si des données sont actuellement disponibles 
concernant la composition du microbiote intestinal associé au cancer colorectal, la difficulté 
réside maintenant dans la compréhension des interactions complexes qui s’opèrent entre le 
microbiote intestinal et l’hôte. En effet, le microbiote intestinal, au travers des communautés 
bactériennes qui le constitue et des activités métaboliques exprimées, peut profondément 
influencer les réponses de l’hôte, et inversement les modifications environnementales qui vont 
s’opérer sur le site de développement tumoral doivent affecter le microbiote intestinal. Une 
meilleure compréhension des interactions entre les bactéries composant le microbiote 
dysbiotique associé au cancer colorectal et les acteurs cellulaires de la carcinogenèse 
permettrait de donner des clés pour l’élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques. Par 
ailleurs, le développement du cancer colorectal s’étendant sur une longue période (10-15 ans) 
et des études prospectives permettant de suivre au cours du temps l’évolution du microbiote 
intestinal en fonction de l’avancement de la maladie permettraient de mieux comprendre 
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Abstract
Some Escherichia coli strains produce toxins designated cyclomodulins (CMs) which interfere with the eukaryotic cell cycle
of host cells, suggesting a possible link between these bacteria and cancers. There are relatively few data available
concerning the colonization of colon tumors by cyclomodulin- and genotoxic-producing E. coli. We did a qualitative and
phylogenetic analysis of mucosa-associated E. coli harboring cyclomodulin-encoding genes from 38 patients with colorectal
cancer (CRC) and 31 with diverticulosis. The functionality of these genes was investigated on cell cultures and the genotoxic
activity of strains devoid of known CM-encoding gene was investigated. Results showed a higher prevalence of B2
phylogroup E. coli harboring the colibatin-producing genes in biopsies of patients with CRC (55.3%) than in those of
patients with diverticulosis (19.3%), (p,0.01). Likewise, a higher prevalence of B2 E. coli harboring the CNF1-encoding genes
in biopsies of patients with CRC (39.5%) than in those of patients with diverticulosis (12.9%), (p = 0.01). Functional analysis
revealed that the majority of these genes were functional. Analysis of the ability of E. coli to adhere to intestinal epithelial
cells Int-407 indicated that highly adherent E. coli strains mostly belonged to A and D phylogroups, whatever the origin of
the strains (CRC or diverticulosis), and that most E. coli strains belonging to B2 phylogroup displayed very low levels of
adhesion. In addition, 27.6% (n = 21/76) E. coli strains devoid of known cyclomodulin-encoding genes induced DNA damage
in vitro, as assessed by the comet assay. In contrast to cyclomodulin-producing E. coli, these strains mainly belonged to A or
D E. coli phylogroups, and exhibited a non significant difference in the distribution of CRC and diverticulosis specimens (22%
versus 32.5%, p = 0.91). In conclusion, cyclomodulin-producing E. coli belonging mostly to B2 phylogroup colonize the
colonic mucosa of patients with CRC.
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Introduction
Colorectal cancer (CRC) is currently the third most common
cancer in men and women, and the fourth leading cause of cancer
death worldwide, with 1.2 million estimated cases and 609,000
estimated deaths per year [1]. Sporadic CRC accounts for about
95% of colorectal cases [2]. Genetic factors are usually thought to
account for about 20% of cancer causation with environment
contributing the remaining 80% risk [3]. CRC is therefore
strongly associated with environmental exposures including
bacteria that contribute significantly to the colonic environment.
Evidence has accumulated showing that the composition of
human intestinal microbiota influences host health status. Micro-
bial dysbiosis is observed in CRC patients and evidence of
bacterial interactions in CRC has been reported for Streptococcus
bovis, Enterococcus spp., Helicobacter pylori, Bacteroides fragilis and
Escherichia coli (for review see [4]). Various studies clearly
demonstrate a link between mucosally adherent E. coli and
CRC. Studies of cancer patients in the UK and Germany revealed
that mucosa-associated E. coli are more frequently identified in
colon tissue from patients with adenocarcinomas than in that of
controls [5,6]. Swidsinski et al. reported that only 3% of colon
mucosa biopsies from asymptomatic controls tested were positive
for E. coli with a bacterial universal PCR [5]. In contrast, biopsies
from 92% of patients with colonic adenomas or carcinomas
harbored bacteria, with E. coli being predominant in 70% of
patients [5]. Similarly, Martin et al. found that 70% of CRC
patients had mucosa-associated bacteria, and that a significant
proportion of bacteria belonged to the E. coli species. Interestingly,
Bronowski et al. showed that some E. coli strains carry virulence
genes previously categorized as specific to uropathogenic E. coli
(UPEC) [7]. Such E. coli strains may trigger cellular proliferation in
intestinal tract [8], as seen with other bacteria [9,10].
E. coli is the predominant aero-anaerobic Gram-negative species
of the normal intestinal flora and participates in promoting the
stability of the luminal microbial flora and in maintaining normal
intestinal homeostasis [11]. As a commensal, E. coli coexists with its
mammalian host in good harmony and rarely causes disease.
However, some strains carry a combination of virulence genes that
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enable them to cause intestinal (InPEC, Intestinal Pathogenic E.
coli) and extra-intestinal (ExPEC, Extraintestinal Pathogenic E. coli)
infections (for reviews see [12–14]). Phylogenetic analysis has
shown that E. coli is composed of four main phylogenetic groups
(A, B1, B2, and D)[15,16]. Pathogenic strains belong mainly to
groups B2 and D, while most fecal strains belong to groups A and
B1. Strains of groups B2 and D often carry virulence factors that
are lacking in group A and B1 strains [17–19].
Among E. coli virulence factors, several toxins, called cyclomo-
dulins, are attracting growing attention because they are genotoxic
and/or modulate cellular differentiation, apoptosis, and prolifer-
ation (for review see [4]). Cytotoxic necrotizing factor (CNF)
activates Rho GTPases, which leads to cytoskeletal alterations and
affects the cell cycle. The cycle-inhibiting factor (CIF) target
NEDD8-conjugated cullins to hijack host-cell signaling pathways
[20,21]. The genotoxin colibactin is a hybrid polyketide-non
ribosomal peptide compound [22]. Its biosynthesis machinery is
encoded by the pks genomic island. Colibactin causes DNA
double-strand breaks and a chromosomal instability in human
eukaryotic cells [22,23]. The cytolethal distending toxin (CDT)
also induces DNA damage probably through DNAse activity, and
a closely related enzyme produced by Helicobacter hepaticus promotes
the progression of hepatitis to pre-malignant, dysplastic lesions and
increases the proliferation of hepatocytes, providing the first
evidence that CDT has carcinogenic potential in vivo [24–26].
In the present study, we compared the prevalence of
cyclomodulin- and genotoxin-encoding genes in mucosa-associat-
ed E. coli strains from resection specimens of CRCs and
diverticulosis. We also investigated the genotoxic activity of
mucosa-associated E. coli devoid of known genotoxin-encoding
genes and their ability to adhere to epithelial intestinal cells.
Materials and Methods
Ethics Statement
Ethical approval for the study was granted by the Clermont-
Ferrand research ethics committee. This IRB allowed for the
waiver of written consent and approved the process of obtaining
verbal consents from potential subjects, because the research
involves no procedures for which written consent is normally
required outside of the research context and presents no risk of
harm to subjects. The biological samples were collected from colon
resections, which were required for the treatment of patients. The
investigators explained the study to the potential subject verbally,
providing all pertinent information such as purpose, procedures,
putative risks. Following this verbal explanation, the potential
subject was provided with a study information sheet. After
allowing the potential subject time to read the study information
sheet, the investigator answered any additional questions the
potential subject may have had. A verbal agreement to participate
in the research was obtained for all patients included in the study.
The dates of verbal consent were tracked in a non-identifiable
manner.
Patients
In order to study macroscopic samples from resection of colon
specimens, we compared patients with CRC and patients with
diverticulosis as a non-cancer group. Sixty-nine patients were
studied between March 2007 and November 2009 at the
university hospital of Clermont-Ferrand, France. Thirty-eight
had CRC, and 31 had complicated diverticulosis (Tables S1, S2,
S3). Patients from the CRC group had uncomplicated and
resectable colon cancer developed either in the proximal colon
(from the cecum to the hepatic flexure of the ascendant colon) or
in the distal colon (sigmoid colon). CRC of the transverse or the
descendant colon were excluded because of their low occurrence,
and to avoid the risks of bias. In all cases, the operation consisted
in segmental resection of the colon involved by the tumor with
immediate anastomosis without diverting stoma. Patients with
complicated CRC (obstruction, perforation or infection) were
excluded from the study. Patients from the diverticulosis group
had diverticulosis involving the sigmoid colon and required
surgery because of a history of complication (recurrent divertic-
ulitis, abcess, peritonitis). We excluded patients with acute or
chronic inflammation at the time of surgery, and those with
stenosis. In the event of a recent attack of diverticulitis, antibiotics
were stopped at least 3 weeks before surgery. Sex ratio was 1.05
and 0.72 for CRC and DIV patients respectively. The age range
was 35–95 years for cancer patients (median age, 71 years and
average age, 67 years) and 34–81 years for diverticulosis patients
(median age, 58 years and average age, 60 years). Samples were
taken on resected colon, at the site of malignant tumors for CRC
patients and in normal mucosa for diverticulosis patients.
Pathologic analysis confirmed the neoplastic features of the
samples in CRC patients, and the lack of inflammation or
dysplasia in diverticulosis patients. The CRC series comprised 21
proximal and 17 distal colon samples. TNM stage is reported in
Tables S1 and S2. Bowel preparation was by oral sodium
picosulfate or oral polyethylene glycol the evening before surgery.
All resection patients had received cefoxitin (2 g intravenously) at
the time of incision and none had received antibiotics in the 4
weeks before sampling.
Sample treatment
The mucosal samples were placed in 10 mL of sterile phosphate
buffered saline pH 7.4 (PBS) and transported on ice to the
laboratory. The samples were weighed (50 to 100 mg each) and
washed thoroughly three times in 10 mL PBS to remove most of
the fecal bacteria. Each washing step was followed by centrifuga-
tion at 900g for 5 minutes. The specimens were then crushed
(Ultra-Turrax, IKA) and incubated for 15 minutes on a tube
rotator at room temperature in the presence of Triton 0.1X.
Tenfold dilutions of the lysate were then plated on Drigalski agar
and chromogenic agar chromID CPS3H (bioMe´rieux), which
allow the identification of E. coli. E. coli colonies were collected
after 24 hours of incubation at 37 uC and the identification of
bacteria was confirmed with the automated Vitek IIH (bioMe´rieux)
system. When possible a maximum of 96 E. coli colonies per
sample were collected for molecular typing. The bacteria were
subcultured for 24 hours at 37 uC in 96-well plates in Luria
Bertani medium, supplemented with 15% glycerol and then stored
at 280 uC.
Molecular typing and phylogenetic grouping
Ten colonies per sample were typed with molecular methods to
identify the E. coli strains (E. coli genotypes) colonizing the samples.
Two genotyping methods were used, an ‘‘Enterobacterial Repet-
itive Intergenic Consensus’’ sequence (ERIC)-PCR using primer
ERIC2 (59-AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G-3 9) and a
‘‘Random Amplified Polymorphic DNA’’ (RAPD)-PCR using
primer 1283 (59-GCG ATC CCC A-3 9) [27,28]. One represen-
tative strain was subsequently analysed and stored at -80 uC in
Luria-Bertani medium supplemented with 15% glycerol. E. coli
strains were then classified according to the E. coli Reference
Collection (ECOR) system [16] into phylogenetic groups A, B1,
B2, and D using a multiplex PCR technique [29]. Strain RS218,
which harbors all the genes targeted by the multiplex PCR, was
used as positive control.
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Detection and identification of cyclomodulin-producing
genes
Cyclomodulin-encoding genes were detected by dot-blot DNA
hybridization experiments in all E. coli strains. The probes were
obtained by PCR as previously described [30] (Tables S4 and S5)
using the PCR DIG probe synthesis kit (Roche Applied Sciences,
Switserland) according to the manufacturer’s instructions. Two-
microgram DNA samples were fixed onto positively charged nylon
membranes by UV illumination for 20 min. Hybridization was
performed with the Roche labeling and detection kit (Roche
Applied Sciences) as indicated by the manufacturer. Each spot was
checked with a 16S rRNA gene probe. The pks island, which
contains the colibactin-producing gene cluster, was screened with
a probe overlapping the clbK and clbJ genes. The cnf genes were
detected with a mixture of probes specific to cnf1, cnf2, and cnf3.
The cdtB genes were detected by two hybridization experiments
with the cdtB-II-cdtB-III-cdtBV and cdtB-I-cdtB-IV probe mixtures.
The cif gene was detected using an internal specific probe. The
sensitivities and specificities of the probes were checked on each
membrane by spotting DNA extracts of all cylomodulin control
strains. Positive hybridizations with a cyclomodulin probe were
subjected to confirmatory PCR assays as previously reported [30].
The reaction mixture contained 50 ng DNA sample, 0.2 mM each
deoxynucleoside triphosphate (dNTP), 0.4 mM each primer,
3 mM MgCl2, and 1.0 U RedGoldStar DNA polymerase
(Eurogentec, Belgium) in the corresponding reaction buffer.
Primers located in the 59 and 39 regions of the pks island (the
clbA and clbQ genes) were used to confirm the full presence of the
colibactin-producing island.
Cytopathic assays
HeLa cells (derived from cervical cancer) purchased from
ATCC (ATCCH CCL-2TM) were maintained in an atmosphere
containing 5% CO2 at 37 uC in appropriate medium. The cells
were cultured in DMEM medium supplemented with 10% (vol/
vol) fetal calf serum (Lonza, Walkersville, MD USA), 1% L-
glutamine (Life-Technologies), 200U of penicillin, 50 mg of
streptomycin, 0.25 mg of amphoterocin B per liter, and 1% hepes
buffered saline solution (Lonza). They were seeded in 96-well
tissue culture plates at 56104 cells/well for 24 H. The cytopathic
effects of CNF and CDTs were investigated in all strains from cell-
lysate, as previously described [31]. Briefly, the effects of CDT and
CNF were detected by a cell-lysate-interacting test. After 48 H
culture at 37 uC with shaking in Luria-Bertani broth medium,
bacterial cells were sonicated and sterile filtered separately using
0.22-mm-pore-size filters. HeLa cells were treated with the sterile
sonicated lysates (final protein concentration: 4 mg/ml) until
analysis. The effects of colibactin and Cif were detected by a
cell-bacterium-interacting test, based on the interaction between
HeLa cells and bacteria. Overnight Luria-Bertani broth cultures of
E. coli were washed three times and diluted in interaction medium.
HeLa cell cultures were infected at multiplicities of infection
(MOI, numbers of bacteria per cell at the onset of infection) of 100
and 200. The cells were washed 4 H after inoculation and
incubated in cell culture medium with 200 mg/ml gentamicin until
analysis. After 72 H of incubation at 37 uC under a 5% CO2
atmosphere, the medium was removed by three washes of the
HeLa cell monolayers. The morphological changes characteristic
of CDT, CNF, colibactin, and Cif were observed after staining
with Giemsa stain. Identification was based on the ability of either
bacterial lysate containing CNF and CDT or whole live bacteria
producing colibatin and CIF to induce a cytopathic effect on
epithelial cells analyzed at 3-days post infection. Colibactin, CDT
and CIF induced cytopathic effects, as evidenced by enlarged
nuclei and cell distension (megalocytosis), while CNF induced
multinucleation, and enlargement of HeLa cells. Multinucleation
is observed in .50% of cells infected by CNF-producing bacteria
and in around 10% of non-infected cells or cells infected with
other CM-producing strains. For CNF and CDT, the cytopathic
effect is only observable with bacterial lysates. In contrast, for
colibactin and CIF, contact between bacteria and host cells is
required. The detection of alpha-hemolysin was performed for all
strains studied by overnight growth at 37 uC on Columbia sheep
blood (5%) agar (Oxoid, Dardilly, France). E. coli 25922 (ATCC)
was used as the reference strain for alpha-hemolysin production.
Single-cell gel electrophoresis
The genotoxic activity of E. coli strains devoid of known CM-
encoding genes were investigated using single-cell gel electropho-
resis (comet assay). HeLa cell cultures were infected at MOI of 500
with E. coli cultured overnight in Luria-Bertani broth. The cells
were washed twice 3 H after inoculation and were incubated
overnight in cell culture medium with 200 mg/ml gentamicin at
37 uC under a 5% CO2 atmosphere. They were then washed with
PBS medium and combined with 0.5% low-melting-point agarose
(Bio-Rad, Marnes La Coquette, France) dissolved in sterile PBS at
37 uC. The cell-agarose mixture was applied to a microscope slide
precoated with 1.5% normal-melting-point agarose (Molecular
Biology Grade, Bio-Rad) dissolved in sterile PBS at 37 uC. A cover
slip was applied and allowed to solidify at 4 uC for 60 min. Slides
were then placed in 50 mL lysis buffer (10 mM Tris-HCl, 2.5 M
NaCl, 100 mM EDTA containing 1% Triton X-100, 10%
DMSO, pH 10) for 2 h at 4 uC in the dark. Slides were immersed
in electrophoresis buffer (1 mM EDTA 300 mM NaOH pH 13)
for 1 h at 4 uC and an electric field was applied (1 V/cm) for 40
minutes. The slides were neutralized with 400 mM Tris-HCl pH
7.5 and dried. 40 ml of a 1:10,000 dilution of SybrGreen was
applied directly to the slide. Individual cells or comets were viewed
by Zeiss Axioplan2 fluorescence microscope. The B2 E. coli strain
IHE3034 and E. coli DH10b pBACpks were used as positive
controls [22]. The B2 E. coli strain IHE3034 DclbP and E. coli
DH10b pBAC were used as negative controls [22].
Adhesion assay
Int-407 cells (derived from human intestinal embryonic jejunum
and ileum) purchased from ATCC (ATCCH CCL-6TM) were
maintained in an atmosphere containing 5% CO2 at 37 uC in
appropriate medium. They were cultured in DMEM medium
supplemented with 10% (vol/vol) fetal calf serum (Lonza,
Walkersville, MD USA), 1% L-glutamine (Life-Technologies),
200U of penicillin, 50 mg of streptomycin, 0.25 mg of amphoter-
ocin B per Liter, and 1% hepes buffered saline solution (Lonza).
Briefly, cells were seeded at a density of 26105 cells/cm2 in
culture plates for 48 H. The infection was performed at a
multiplicity of infection of 10 bacteria per cell. Infected cells were
centrifuged at 900 g for 10 min at 25 uC and placed at 37 uC for
3 H. Cells were washed three times in phosphate-buffered saline
(PBS; pH 7.2). The epithelial cells were then lysed with 1% Triton
X-100 (Sigma) in deionised water. Samples were diluted and
plated onto Luria-Bertani (LB) agar plates to determine the
number of CFU corresponding to the total number of cell-
associated bacteria. Strains E. coli K12 and E. coli LF82 were used
as negative and positive controls, respectively [32]. The results are
expressed as number of adherent bacteria per cell after a 3 H
infection period.
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Statistical analysis
Statistical analysis was performed using the Fisher exact and
chi-square tests. For multiple-group comparisons, an initial chi-
square test for heterogeneity was done, and only if this yielded a P
value of ,0.05 were the individual pairwise comparisons tested.
Results
E. coli strains in colon cancer and diverticulosis samples
The analysis of E. coli strains indicated that the number of
samples without E. coli was significantly higher in diverticulosis
patients (19.4%, n= 6/31) than in those with CRC (2.6%, n= 1/
38), p = 0.04 (Table 1). Many colonic specimens harbored only
one E. coli genotype. This was observed in 42.1% (n= 16/38) of
CRC specimens and in only 25.8% (n= 8/31) of diverticulosis but
the difference was not significant (p = 0.12). Most strains isolated
from CRC belonged to the B2 phylogroup (73.7%, n= 28/38) in
contrast to those isolated from diverticulosis (41.9%, n= 13/31),
p,0.01 (Table 2). No significant difference in E. coli phylogroup
distribution was observed, including for B2 E. coli strains isolated
from proximal (82.4%, n= 14/17) and distal colon tumors (66.7%,
n= 14/21), p = 0.23 (Table 2). Overall E. coli strains belonging to
the B2 phylogroup colonized colon tumors more frequently than
they did diverticulosis samples.
Distribution of CM-encoding genes according to E. coli
phylogenetic groups
The distribution of CM-encoding genes in E. coli strains is
shown in Table 3 and Tables S1, S2, S3. The most frequent trait
was the colibactin-encoding pks island (80% of CM-producing E.
coli, n = 28/35 and 24.1% of total E. coli strains, n = 28/116). All
strains associated with the colonic mucosa of patients with CRC or
diverticulosis harboring the colibactin-encoding pks island be-
longed to phylogroup B2 (p ,0.001 for group B2 versus groups A,
B1 and D, individual or combined). In addition, 16.4% (n= 19/
116) of strains possessed the cnf gene; of these only one was cnf2-
positive and none was cnf3-positive, indicating that these strains
were not of animal origin [33,34]. All cnf1-harboring strains
belonged also to phylogroup B2, and accounted for 36.7%
(n= 18/49) of strains of this phylogroup. As for the pks island, the
association cnf1 with phylogroup B2 was strong (p,0.001 for
group B2 versus groups A, B1 and D, individual or combined), and
33% (n= 16/49) of B2 strains possessed both the pks island and the
cnf1 gene (p,0.001 for group B2 versus groups A, B1 and D,
individual or combined), as previously observed [30,35]. All but
three strains harboring cnf1 gene exhibited the alpha-hemolytic
phenotype. However, the three non-hemolytic cnf1-positive strains
harbored the hlyC gene. The cdtB genes were observed in six
strains. Although four out of six cdt-positive strains belonged to
phylogroup B2, no significant association with a particular
phylogenetic group was observed, even with the different cdtB
gene subtypes. cdtB-I/cdtB-IV genes (n = 5) were more frequently
observed than those of the cdtB-II-cdtB-III-cdtBV gene group
(n= 1). The only cdt-III-positive strain also harbored the cnf2 gene,
a combination of genes frequently reported in the pVir plasmid
and mainly seen in strains of bovine origin [36,37]. The cdtB genes
showed no particular association with the colibactin-encoding pks
island or the cnf1 gene. Since cdt genes have been extensively
studied in Shiga toxin-producing E. coli (STEC) strains [38–40], it
was decided to investigate cdtB-positive strains for stx and eae genes.
No stx or eae gene was detected in cdtB-positive strains. The cif gene
was detected in three strains that belonged to phylogroups A
(n= 1) and B1 (n= 2) and harbored no other CM-encoding genes.
CIF is an effector of the type 3 secretion system encoded by the
locus of enterocyte effacement (LEE) observed in enteropathogenic
E. coli (EPEC) and enterohemorrhagic E. coli (EHEC) [41,42] and
the three positive strains in this study possessed the eae gene but
neither stx1 nor stx2 genes, and therefore belonged to the EPEC
pathotype.
Phenotypic detection of cyclomodulins
Cell-lysate-interacting tests were used to investigate CNF and
CDT production in all strains. The detection of colibactin and CIF
production, which require cell-bacterium-interacting tests, was
only possible in the non-hemolytic strains, because the hemolysin-
producing strains, in contrast to the corresponding lysates, induced
rapid cell death. The results are given in Tables S1, S2, S3.
Colibactin, CDT and CIF induced cytopathic effects, as evidenced
by enlarged nuclei and cell distension (megalocytosis), while CNF
induced multinucleation in $50% of cells and enlargement of
HeLa cells (Figure 1). For CNF and CDT, the cytopathic effect
was only observable with bacterial lysates, whereas a contact
between bacteria and host cells was required for colibactin and
CIF, as previously reported (Figure 1) [22,31,42]. The observation
of a cytopathic effect was associated to the presence of CM-
encoding genes. Three strains harboring a pks island isolated from
diverticulosis, distal and proximal colon specimens did not induce
any cytopathic effect. One strain isolated from a diverticulosis
sample had a nonfunctional cnf1 gene and two cdt-positive strains
showed no cytopathic effect. For the strain harboring cnf2 and cdt-
III genes, .50% cell multinucleation attested to the production of
CNF and the wide megalocytosis attributed to CNF production or
its combination with CDT-III. A cytopathic effect was observed
for the strains harboring the cif gene. Overall, most CM-encoding
genes were functional, notably cnf and cif (93% and 100%,
respectively).
Distribution of CM-encoding genes according to the
specimen origin and the phylogroupe
The results are shown in Table 4, Figure 2 and Tables S1, S2,
S3. Twenty-five CRC specimens among 38 (65.8%) contained
CM-positive E. coli and only 6 diverticulosis specimens among 31
(19.4%), indicating that CM-harboring strains were preferentially
Table 1. Number of E. coli strains collected from patients with CRC and diverticulosis.
Percentage (number) of samples containing E. coli strains
Number of E. coli strains per sample Diverticulosis (n = 31) CRC (n = 38) Proximal colon cancer (n = 21) Distal colon cancer (n = 17)
0 19.4 (6) 2. 6 (1) 4.8 (1) 0.0 (0)
1 25.8 (8) 42.1 (16) 47.6 (10) 35.2 (6)
.1 54.8 (17) 55.3 (21) 47.6 (10) 64.7 (11)
doi:10.1371/journal.pone.0056964.t001
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associated with CRC (p,0.01). This difference was associated with
a high number of CM-positive B2 E. coli in CRC specimens
compared to that observed in diverticulosis specimens (Figure 2).
Accordingly, strains harboring colibactin-encoding pks island were
present in 55.3% of CRC specimens (n = 21/38) and only in
19.3% of diverticulosis specimens (n = 6/31), indicating that pks
positive strains were significantly (p,0.01) more prevalent in
CRC. To a lesser extent, cnf and cdt positive E. coli were
significantly (p#0.02) more prevalent in the CRC than in the
diverticulosis samples. These differences were mainly due to the
high prevalence of pks-, cnf- and cdt-positive E. coli in distal CRC
specimens compared to that in diverticulosis specimens (p#0.01).
Altogether, these results indicate that CM-positive E. coli
distribution differs according to specimen origin.
Genotoxicity of E. coli devoid of CM-encoding genes
We investigated whether E. coli devoid of known CM-encoding
genes can induce DNA damage in host cells. Using HeLa cultured
cells, the genotoxicity of strains was investigated by single-cell gel
electrophoresis assay (or comet assay), the state-of-the-art tech-
nique for detecting DNA damage caused by chemical genotoxins.
A total of 76 clinical E. coli strains were investigated; 15 originated
from proximal colon cancer, 21 from distal colon cancer and 40
from diverticulosis. These strains belonged to A (n= 29), D (n= 21)
and B2 (n= 17) phylogroups. Interestingly, 27.6% (n= 21/76) of
E. coli strains devoid of known CM-encoding genes induced the
formation of comets, which are typical of host cell DNA damage
(Figure 3 and Tables S1, S2, S3). In addition, in contrast to CM-
producing E. coli strains, which belong mainly to the B2
phylogroup, these comet positive strains belonged mainly to A
(52%, n= 11/21) and D (29%, n= 6/21) phylogroups. Comets
were observed with 13 strains (32.5%) among 40 isolated from
patients with diverticulosis, and with 8 strains (22%) among 36 in
patients with CRC. The distribution of these putative genotoxic
strains in the specimens was therefore different from that of CM-
encoding strains.
Bacterial adhesion to intestinal epithelial cells
The ability of E. coli strains to adhere to Int-407 epithelial cells
was compared according to the origin of the strains, their
phylogroup and their ability to produce cyclomodulin(s) or
unknown genotoxin (positive comet assay). As shown in Figures
4A and B, highly adherent E. coli strains mostly belonged to A and
D phylogroups, irrespective of the origin of the strains (CRC or
Table 2. Colonization of diverticulosis and CRC samples by E. coli phylogroups (A, B1, B2 and D).
Percentage (number) of samples containing E. coli
A B1 B2 D
Diverticulosis (n = 31) 41.9 (13) 6.5 (2) 41.9 (13) 32.2 (10)
CRC (n = 38) 28.9 (11) 23.7 (9) 73.7 (28) 26.3 (10)
Distal colon cancer (n = 17) 29.4 (5) 17.6 (3) 82.3 (14) 41.1 (7)
Proximal colon cancer (n = 21) 28.5 (6) 28.6 (6) 66.7 (14) 14.3 (3)
doi:10.1371/journal.pone.0056964.t002
Table 3. Distribution of CM-encoding genes in E. coli strains
according to phylogroups (A, B1, B2 and D).
Percentage (number) of E. coli belonging to the phylogroup
A (n=33) B1 (n =12) B2 (n =49) D (n =22) All (n =116)
pks 0.0 (0) 0.0 (0) 57.1 (28) 0.0 (0) 24.1 (28)
cnf 0.0 (0) 8.3 (1) 36.7 (18) 0.0 (0) 16.4 (19)
cdt 3.0 (1) 8.3 (1) 8.2 (4) 0.0 (0) 5.2 (6)
cif 6.1 (2) 8.3 (1) 0.0 (0) 0.0 (0) 2.6 (3)
cm1 9.1 (3) 16.7 (2)2 63.3 (31)2 0.0 (0) 30.2 (36)2
1, cyclomodulin-encoding gene;
2, some E. coli strains harbored more than one CM-encoding genes.
doi:10.1371/journal.pone.0056964.t003
Figure 1. Cytopathic effect induced by E. coli live bacteria or
protein extracts on epithelial cells at three-day post-infection.
For CNF and CDT, the cytopathic effect is only observable with bacterial
lysates. In contrast, for colibactin and CIF, a contact between bacteria
and host cells is required. Colibactin, CDT and CIF induced cytopathic
effects as seen by enlarged nuclei and cell distension (megalocytosis),
while CNF induced multinucleation and enlargement of HeLa cells.
doi:10.1371/journal.pone.0056964.g001
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diverticulosis). Unexpectedly, most E. coli strains belonging to B2
phylogroup displayed very low levels of adhesion. Analysis of the
adhesive properties of A and D E. coli strains according to their
ability to produce cyclomodulin(s) or unknown genotoxin (positive
comet assay) showed that there was no significant difference
(Figure 4B).
Discussion
The study of colonic mucosa-associated E. coli from patients
with CRC or diverticulosis indicated that (i) E. coli strains
belonging to the B2 phylogroup colonized colon cancers more
frequently than they did diverticulosis samples, (ii) the CM-
encoding genes were overrepresented in colon cancers, especially
colibactin-encoding pks island, cnf1 and cdt gene, and (iii) the distal
colon cancers were more frequently colonized by B2 E. coli
producing CMs than were the diverticulosis samples.
The E. coli strains of the B2 phylogroup are mostly involved in
extra-intestinal infections, such as urinary tract infections. They
produce numerous virulence factors, notably pili adhesins, that
favor colonization of the urinary tract. We can speculate that such
adhesins specifically found in B2 E. coli also favor the colonization
of colon cancer. Bronowski et al. observed UPEC-associated genes
encoding adhesins among a panel of mucosa-associated E. coli
isolated from colon cancer, and Martin et al reported that E. coli
strains isolated from colorectal tumors frequently expressed
hemagglutinins, which favor adhesion to intestinal epithelial Int-
407 and HT29 cells [7,43]. One explanation of the high
prevalence of B2 E. coli in CRC could be that changes in the
host mucosa receptor repertoire have an effect on the bacterial
population associated with mucosa. A higher level of colonization
with B2 E. coli has also been observed in inflammatory bowel
disease (IBD) [44]. In Crohn’s disease patients, such colonization
was accompanied by increased ileal expression of the glycoprotein
CEACAM6, which acts as a receptor for type 1 pili produced by
E. coli [45,46]. Interestingly, Crohn’s disease-associated B2 E. coli
strains can induce the expression of CEACAM6 in intestinal
epithelial cells, and yet CEACAM6 is a human tumor maker,
whose overexpression has been observed in colonic tumors
[47,48].
In this study, the CM-encoding genes were overrepresented in
CRC compared with diverticulosis samples. Similar results were
obtained by Arthur et al. when comparing the prevalence of
colibactin-producing E. coli in CRC patients compared to control
patients with diverticulosis, sporadic polyposis, irritable bowel
syndrome or hemorrhoids [49]. Our data, which showed
differences in prevalence of CM-producing E. coli strains belonging
to B2 phylogroup, may be underestimated due to our experimen-
tal procedure of preparing colonic specimens. We removed most
fecal bacteria by washing the specimens thoroughly three times in
PBS, but some mucus-associated bacteria were still present. Two
studies, by Swidsinski et al. and Martin et al., reported higher
Figure 2. Distribution of E. coli strains producing various cyclomodulins according to phylogroups and specimen origins. A, E. coli
strains (n = 70) isolated from CRC samples (n = 38), and B, E. coli strains (n = 46) isolated from diverticulosis samples (n = 31).
doi:10.1371/journal.pone.0056964.g002
Table 4. CM-encoding gene content of CRC and diverticulosis samples.
Number (percentage) of specimens exhibiting CM-encoding genes
pks cnf cdt cif cm1,2
Diverticulosis (n = 31) 6 (19.3) 4 (12.9) 0 (0.0) 0 (0.0) 6 (19.4)
CRC (n = 38) 21 (55.3) 15 (39.5) 6 (15.8) 3 (7.9) 25 (65.8)
Distal colon cancer (n = 17) 11 (64.7) 9 (52.9) 4 (23.5) 1 (5.9) 13 (76.5)
Proximal colon cancer (n = 21) 10 (47.8) 6 (28.6) 2 (9.5) 2 (9.5) 12 (57.1)
1, cyclomodulin-encoding gene;
2, some E. coli strains harbored more than one CM-encoding genes.
doi:10.1371/journal.pone.0056964.t004
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numbers of E. coli in colon cancer samples than in controls when
biopsy samples were studied after surface mucus removal,
indicating that higher numbesr of E. coli are in very close
association with the mucosa in CRC samples compared to those of
controls. The CM-encoding genes identified were pks island, cnf1
and cdt gene. Accordingly, Bronowski et al. have previously
identified among a panel of 10 E. coli isolated from biopsies of
colon cancers, 3 strains harboring cnf1 genes and 4 strains
harboring a polyketide synthase-encoding gene belonging to pks
island [7]. The high prevalence of CM-encoding genes in CRC
suggests a possible role of CM-encoding E. coli in the development
of malignant colon tumors. It is well established that colibactin-
encoding pks-harboring E. coli strains are mutagenic and genotoxic
in vitro and in vivo [22,23]. They can promote CRC without
affecting intestinal inflammation [50]. In addition, transient
infection of human cell lines by such strains induces anchorage-
independent colony formation [23], a process involved in
metastases. Because of these mutagenic and cell transformation
activities, E. coli strains harboring the colibactin-encoding pks
island may affect carcinogenesis at different stages. Cdt also
induces DNA breaks in eukaryotic cells [26]. The presence of
bacteria harboring cdt have already been associated with some
lymphomas of the small intestine and can promote the develop-
ment of hepatic and colon tumors [25,51–54]. CNF promotes cell
proliferation by activating the Rho-GTPases and stimulates the
transition from G1 to S phases [55]. In addition, CNF1 inhibits
apoptosis and alters tight junction structure and epithelial barrier
function [56–58], processes that could favor carcinogenesis.
Maddocks et al. have shown that EPEC are more frequent in the
colon adenocarcinoma tissues than in matched normal colon
tissues, with a prevalence of 25% and 0%, respectively [59]. EPEC
inject into host cells bacterial effectors, which have an effect on
DNA damage repair and the cytoskeleton [59,60]. One effector is
the product of the cif gene, which alters the ubiquitination process
and thus the degradation of proteins involved in many cellular
processes such as cell cycle regulation and cytoskeleton [21,61]. In
addition, the murine EPEC-like pathogen, Citrobacter rodentium,
which harbors the LEE locus, is the cause of transmissible colonic
hyperplasia [62], reduces the latency period of chemically induced
tumors [63] and promotes colonic adenoma formation in APC/
Min mice [64].
The distal colon cancers were more frequently colonized by B2
E. coli encoding CMs than the proximal colon cancers or
diverticulosis samples, suggesting that the production of CMs
directly or indirectly can provide a selective advantage for the
colonization of distal colon cancers. This finding could be
explained by major differences in the embryologic origin, bacterial
flora composition, and physiology of the distal and proximal
colons. The proximal colon derives from the midgut whereas the
distal colon develops from the hindgut. The epithelial metabolism
in the distal colon mainly involves butyrate, and in the proximal
epithelium, acetate. Bacterial populations are qualitatively and
quantitatively different in the lumen of proximal and distal colons
[65], but studies showed that in a given patient similar populations
of mucosa-associated bacteria are accommodated along the
different parts of the colon irrespective of differences in the
luminal content [66–68]. Most CM-producing strains harbor
colibactin-encoding pks island or the combination of cnf genes with
pks island (79% of CM-producing E. coli), suggesting an important
role of pks island in the distribution of CM-producing E. coli.
Nougayre`de et al. proposed that the presence of colibactin-
encoding pks can favor the colonization of the intestinal tract [22].
As a PK-NRP-type compound, colibactin requires specific
precursors belonging to the bacterial secondary metabolism. The
physiological features of the distal and proximal colons could
modify E. coli metabolism and therefore the synthesis of PK-NRP
compounds such as colibactin. Consequently, the efficiency of
colibactin in promoting colonization may be affected and play a
role in the distribution of CM-producing E. coli.
Interestingly, the proximal and distal colons also differ by
certain aspects of their molecular physiopathology. The genomic
instability associated with the microsatellite instability (MSI)
phenotype is a hallmark of proximal colon cancer [69]. In
contrast, chromosomal instability (CIN) is a major feature of distal
colon cancers [69]. The pks-harboring E. coli induce major
chromosomal damage and genetic instability [23]. Moreover, the
CNF1-encoding gene, which is frequently associated with pks
island, induces abnormal chromosome segregation. These CM-
encoding E. coli strains may therefore have an impact on the
development of colon cancers.
The B2 phylogenetic group of E. coli is attracting attention
because it contains strains responsible for severe infections, and
their genetic background is adapted to the acquisition and/or
maintenance of numerous virulence factors [19]. However, the E.
coli strains belonging to the A and D phylogroups account for a
large proportion (40% to 55%) of the E. coli strains in the intestinal
tract [17,70,71]. Surprisingly, we observed that E. coli strains
belonging to A and D phylogroups, irrespective of the origin of the
strains (CRC or diverticulosis), were highly adherent to intestinal
epithelial cells compared to B2 E. coli strains, which displayed very
low levels of adhesion. In addition, some E. coli strains belonging to
A and D phylogroups in addition to having adhesion ability were
able to induce DNA damage, suggesting that these strains have
acquired unknown genotoxin(s). The distribution of these strains in
CRC and diverticulosis specimens was not significantly different.
The genotoxic E. coli strains of A and D subgroups, in contrast to
B2 CM- producing E. coli, are therefore not specifically associated
Figure 3. DNA damage was detected by the comet assay in
HeLa cells exposed to E. coli for 3 h. DNA damage was not detected
in HeLa cells infected with the E. coli strain IHE3034 DclbP harboring a
defective pks island (A). Comet assay was positive in HeLa cells infected
with the E. coli strain IHE3034 harboring pks island (B) or with E. coli
devoid of known cyclomodulin-encoding genes (C).
doi:10.1371/journal.pone.0056964.g003
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with CRC. However, their presence in close contact with colon
tumors may still have an influence on the evolution of CRC.
The mechanism by which CM-producing E. coli strains can
promote carcinogenesis is probably not due to the bacteria alone,
and very likely involves numerous factors such as host suscepti-
bility. DNA repair plays a pivotal role in maintaining genomic
integrity with over 130 genes involved in various repair pathways
that include base excision repair, nucleotide excision repair,
double strand break repair and DNA mismatch repair [72]. In
addition, polymorphisms within repair process genes are widely
reported to be associated with an extensive range of malignancies
that include CRC [73–75]. These polymorphisms can decrease
their efficiency and explain susceptibility to the repeated
aggressions of host DNA by resident E. coli producing genotoxins.
Finally, on the assumption that bacteria are associated with
CRC, bacterial strains present at the origin of the cancer may
disappear and be replaced by other bacteria better adapted to the
cancer environment. In consequence, it remains difficult to
determine whether the increase in specific bacteria is the
consequence of the presence of malignant tissues or the cause of
the cancer. However, these CM-producing bacteria, which
colonize the malignant tumors, probably have an impact on the
evolution of CRC.
In conclusion, our study showed a high prevalence of CM-
producing B2 E. coli in biopsies of colon cancers, especially at the
distal part. It suggests therefore a possible role of CM-producing E.
coli in colon cancers. This could be investigated in a longitudinal
observational study to clarify the role of CMs in colorectal
carcinogenesis. It also emerged that the different endogenous
features of the proximal and distal colons and their different
responsiveness to exogenous factors probably lead to the
emergence of specific bacterial populations which can affect
carcinogenesis. As previously reported for ExPEC, cyclomodulins
are mostly found in E. coli of the B2 phylogroup. However, we
observed that colonic mucosa-associated E. coli belonging to the
phylogroups A and D and devoid of known CM exhibit host cell
genotoxic activity and should be considered as potentially harmful.
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diverticulosis and CRC (proximal and distal) samples and belonging to A and D phylogroups according to their ability to produce or not a
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Abstract
MicroRNAs, a key class of gene expression regulators, 
have emerged as crucial players in various biological 
processes such as cellular proliferation and differentia-
tion, development and apoptosis. In addition, microR-
NAs are coming to light as crucial regulators of innate 
and adaptive immune responses, and their abnormal 
expression and/or function in the immune system 
have been linked to multiple human diseases including 
inflammatory disorders, such as inflammatory bowel 
disease, and cancers. In this review, we discuss our 
current understanding of microRNAs with a focus on 
their role and mode of action in regulating the immune 
system during inﬂammation and carcinogenesis. 
© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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Core tip: MicroRNAs (miRNAs), a key class of gene ex-
pression regulators, have emerged as crucial players in 
various biological processes such as cellular prolifera-
tion and differentiation, development and apoptosis. A 
better understanding of the function of miRNAs is pro-
viding new insights into the molecular basis of human 
pathologies, and new biomarkers for disease diagnosis 
and therapy. 
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INTRODUCTION
MicroRNAs (miRNAs, miR) are small (approximately 
20-22 nucleotides), non-coding RNAs that post-
transcriptionally regulate gene expression by binding to 
the 3′-untranslated region of  target mRNAs, leading to 
mRNA degradation or translational inhibition[1]. 
Since the identification of  the first miRNA, lin-4, 
in Caenorabditis elegans in 1993[2,3], thousands of  miRNA 
genes have been identiﬁed in animal and plant genomes[4]. 
As a class, miRNAs account for about 1%-2% of  genes 
in worms, ﬂies, and mammals[5]. Each miRNA can target 
hundreds of  mRNAs within a given cell type, and a single 
mRNA is often the target of  multiple miRNAs, and thus 
over half  of  the human transcriptome is predicted to be 
under miRNA regulation, embedding this post-transcrip-
tional control pathway within nearly every biological pro-
cess[5]. 
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prising that miRNA expression is tightly controlled and 
that its deregulation can lead to various diseases. In this 
review, we summarize our current knowledge about the 
physiological role of  miRNAs in mammalian biology and 
the manner in which miRNA activities contribute to dis-
eases including inﬂammatory disorders and cancer.
MIRNA BIOSYNTHESIS AND 
REGULATION
Biosynthesis
Our knowledge of  miRNA biogenesis and regulation has 
been greatly expanded in recent years[1]. The canonical 
miRNA biogenesis takes place in a multi-step process 
and involves two RNAse ? endonucleases, Dicer and 
Drosha. MiRNAs are encoded by genomic DNA and 
are most commonly transcribed by RNA polymerase ?, 
which generates a primary miRNA (pri-miRNA) tran-
script. Within the primary transcripts, miRNAs form 
stem-loop structures, which contain the mature miRNA 
as part of  an imperfectly paired double-stranded stem 
connected by a short terminal loop. Pri-miRNAs are then 
processed by a microprocessor complex, a multiprotein 
complex with the two core components, Drosha and Di 
George Syndrome critical region 8 (DGCR8)[6-8]. This re-
sults in the formation of  a hairpin-shaped RNA molecule 
of  70-100 bp called miRNA precursor or pre-miRNA, 
which is then exported into the cytoplasm in a process 
involving the nucleocytoplasmic shuttle Exportin-5 and 
in a Ran-GTP-dependent manner[9-11]. In cytoplasm, 
the pre-miRNA hairpin is cleaved by the endonuclease 
DICER into an imperfect miRNA:miRNA* duplex of  
21-23 nucleotides in length[12]. After separation of  the 
two strands of  the duplex, one of  the strands (the mature 
miRNA) is transferred into an Argonote (Ago) protein 
located in the RNA-induced silencing complex (RISC 
or miRISC), which is involved in the repression of  gene 
expression by leading miRNAs to speciﬁc target mRNAs, 
whereas the other strand (the star-strand) is degraded. It 
has been shown that strand selection and RISC assembly 
in mammals are accomplished by a complex that contains 
Dicer, Ago and the double-stranded RNA binding pro-
tein TRBP[13-15]. MiRNAs target mRNAs by interacting 
with sites of  imperfect complementarity. Short “seed” 
sequences at the 5′-ends of  miRNAs (nucleotides 2-8) are 
critical, and in some cases fully sufﬁcient, for target selec-
tion[16,17].
Regulation 
Although there have been recent advances in our knowl-
edge of  the biogenesis of  the miRNA pathway, relatively 
little is known about the mechanisms regulating the activ-
ity of  the pathway’s components. Several recent studies 
indicate that the regulation of  miRNA expression and 
function occurs at three levels: transcription, processing 
and subcellular localization[17,18]. 
The ﬁrst, and one of  the most important, mechanisms 
controlling miRNA abundance is the regulation of  pri-
miRNA transcription, which could be positively or nega-
tively regulated by different factors such as transcription 
factors, enhancers, silencers and epigenetic modification 
in miRNA promoters[16]. For example, the oncogene 
c-myc can bind to the promoter of  the miR-17-5p cluster, 
thereby up-regulating expression of  the miRNAs encoded 
by the cluster[19,20]. Similarly, the tumour suppressor p53 
has been shown to upregulate the transcription of  miR-34 
family members, inhibiting important factors of  cell pro-
liferation and survival, such as Bcl2 and Cdk4 and 6[21-24]. 
A region of  miRNA genes is located within CpG islands 
involving the epigenetic control of  miRNA transcription. 
It is estimated from recent works that 5%-10% of  mam-
malian miRNAs are epigenetically regulated[19,25-27]. 
Several post-transcriptional regulatory mechanisms 
that affect miRNA processing at different stages, from 
the pri-miRNA transcripts to the delivery of  mature miR-
NAs to their target mRNAs, have recently been investi-
gated[18]. For example, p53 can form a complex with Dro-
sha, which increases the processing of  pri-miRNAs to 
pre-miRNAs[28]. Histone deacetylase ? can enhance pri-
miRNA processing by deacetylating the protein DGCR8 
of  the microprocessor complex[29]. Cytokines such as 
interferons have been shown to inhibit Dicer expression, 
decreasing the processing of  pre-miRNAs[30]. 
MICRORNAS AND IMMUNE SYSTEM
The immune system has evolved to maintain self-toler-
ance and to recognize efﬁciently speciﬁc pathogens. The 
innate immune system acts as a ﬁrst protector providing 
an immediate response to pathogens, and propagation 
of  the innate response activates the adaptive immune 
system. Both innate and adaptive immune responses are 
highly regulated, and recent studies have shed light on the 
role of  miRNAs in this intricate system[31,32]. The role of  
miRNAs in immune responses will be discussed in this 
section.
MicroRNAs and innate immune response
The innate immune system is activated via recognition of  
pathogen-associated molecular patterns by toll-like recep-
tors (TLRs)[33], which will recruit adaptor proteins to the 
receptor, followed by activation of  downstream signalling 
pathways such as the nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of  activated B cells (NF-κB) pathway[34]. This 
signal transduction ultimately leads to induction of  im-
mune gene expression. 
The first study examining the effect of  lipopolysac-
charide (LPS)-mediated activation of  TLR signalling on 
miRNA production identified miR-155, miR-146a and 
miR-132, which are induced in human macrophages 
by LPS[35]. Further analysis showed that miR-155 is in-
duced by LPS, cytokine IFN-β and various TLR ligands 
in murine macrophages[36,37]. MiR-155, once induced, is 
involved in the activation of  tumor necrosis factor-α 
(TNF-α) and interleukin-6 (IL-6), enzyme linked immu-
nosorbent assay pathway via targeting the Fas-associated 
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death domain protein, I B kinase ε, and receptor (TNF 
receptor superfamily)-interacting serine-threonine kinase 
1[37]. MiR-155 plays a role in the innate immune response 
by regulating suppressor of  cytokine signalling (SOCS)-1, 
a negative regulator of  dendritic cell antigen-presenting 
capacity[37-39]. Likewise, miR-155-deficient dendritic cells 
exhibit impaired antigen presentation and therefore are 
unable to activate T cells to promote inflammation[39]. 
One study demonstrated that in human myeloid-derived 
DCs, knockdown of  miR-155 expression significantly 
increased protein expression of  the pro-inﬂammatory cy-
tokine IL-1[40]. The same study also showed that miR-155 
directly inhibited expression of  the pro-inflammatory 
signalling protein TAK1-binding protein 2 (TAB2, also 
known as MAP3K7IP2), which could be a mechanism 
underlying its anti-inﬂammatory property[40]. In contrast, 
other studies have shown that miR-155 can enhance in-
flammatory responses. Overexpression of  miR-155 in 
mouse bone marrow leads to a myeloproliferative pheno-
type that is similar to that observed transiently after LPS 
stimulation[41]. MiR-155 can negatively regulate SHIP1, 
an important negative regulator of  phosphoinositide 
3-kinase (PI3K) and the downstream AKT pathway[42,43]. 
SHIP1, which is similar to SOCS1, is a negative regulator 
of  TLR4 signaling[44], and hence repression of  SHIP1 by 
miR-155 may counter this negative regulation and in-
crease downstream AKT signalling. 
Like miR-155, miR-146a is induced by LPS, TNF-α 
and IL-1β in a NF-κB-dependent manner. MiR-146a 
in turn inhibits expression of  two components of  the 
TLR4 signaling pathway, IL-1 receptor associated kinase 
and TNF receptor-associated factor-6[35]. Thus, miR-146a 
functions as a negative feedback regulator of  the TLR/
NF-κB pathway. MiR-155 and miR-146 expression is in-
creased in macrophages in response to LPS stimulation, 
while miR-125b expression is decreased. MiR-125b can 
target TNF-α mRNA, and a decrease in its expression 
leads to elevated TNF-α production and consequently 
increased inﬂammatory response[37]. 
Macrophage inflammatory response to infection 
involves the upregulation of  several miRNAs, such as 
miR-21, miR-9 and miR-147[45-47]. These miRNAs can 
also be induced by TLR signaling, and can negatively 
regulate activation of  inﬂammatory pathways in myeloid 
cells. MiR-9 represses NF-κB subunit 1 (NFKB1/p50 
unit) and helps to maintain a constant level of  NF-κB1 
protein expression during TLR4-mediated activation 
of  monocytes and neutrophils[46]. MiR-147 has been 
shown to attenuate TLR2, TLR3 and TLR4-mediated 
production of  inflammatory proteins such as TNF-α 
and IL-6[47]. Induction of  miR-21 inhibits PDCD4, an 
IL-10 inhibitor, thereby derepressing IL-10. IL-10 in turn 
inhibits miR-155, allowing SHIP1 to be derepressed and 
inhibit TLR signaling[45,48]. Hence, immune responses are 
highly regulated by TLRs-mediated upregulation of  dif-
ferent miRNAs.
In addition to miRNA induction by TLR signaling, 
recent studies have also reported inflammatory repres-
sion, such as miR-155 repression, in response to anti-
inﬂammatory cytokine IL-10[49]. 
MicroRNAs and adaptive immune response
In addition to their role in regulating the innate immune 
system, miRNAs have been implicated in adaptive immu-
nity by controlling the development and activation of  T 
and B cells. 
T cells
Speciﬁc miRNA expression proﬁles have been reported 
in different T cell subsets and stages of  development[50-52], 
suggesting that miRNA-mediated regulation of  signal-
ing networks in T cells, and probably other immune cells, 
is dynamic and highly regulated. Interestingly, miRNA 
profiling in naive, effector and memory CD8+ T cells 
has revealed that a few highly expressed miRNAs are 
dynamically regulated during antigen-specific T-cell dif-
ferentiation[52]. Mice exhibiting T-cell specific deletion 
of  Dicer had lower numbers of  mature T cells with ab-
normally developed T-cell subsets than wild-type mice, 
indicating that miRNAs are required for T cell develop-
ment[53,54]. Two speciﬁc miRNAs have been implicated in 
T cell development, and probably account for some of  
the phenotype of  Dicer-deﬁcient T cells. The miR-17-92 
cluster suppresses expression of  pro-apoptotic proteins, 
including BCL-2-interacting mediators of  cell death (BIM 
or BCL2L11) and phosphatase and tensin homologue. 
This miRNA cluster is thought to increase T cell survival 
during development and is expressed during the double 
negative 2 stage of  thymopoiesis[55]. 
The role of  miRNAs in the differentiation of  T 
cells into distinct effector T helper cell subsets has been 
recently reported. It was demonstrated that miR-326 
regulates differentiation of  TH17 cells both in vitro and 
in vivo[56]. MiR-155 is implicated in regulatory T (Treg) cell 
formation and function, since forkhead box P3 (FOXP3), 
a transcription factor that is required for the develop-
ment and function of  Treg cells, may directly regulate the 
expression of  this miRNA[57]. Furthermore, miRNA-
155-deficient mice are immunodeficient, indicating the 
implication of  miR-155 in homeostasis and the immune 
system[39]. Similarly, using genetic deletion and transgenic 
approaches, Thai and colleagues showed the important 
role of  miR-155 in the mammalian immune system, 
speciﬁcally in regulating T helper cell differentiation and 
the germinal center reaction to produce an optimal T 
cell-dependent antibody response[58]. Certain miRNAs, 
such as the miR-17-92 cluster, might be involved in the 
development and function of  T follicular helper cells 
(specialized T cells that provide selective signals to sup-
porting geminal center B cells), which are essential for 
long-lived antibody responses[59,60]. In addition, miR-181a, 
which is increased during early T cell development and 
down-regulated in mature CD4 T cells such as Th1 and 
Th2 effector cells, can enhance TCR signaling strength by 
inhibiting multiple phosphatases that negatively regulate 
the TCR signaling cascade[61]. Finally, conditional deletion 
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ated with several human disorders such as inﬂammatory 
bowel disease (IBD) (Table 1), which is a chronic inﬂam-
matory gastrointestinal disorder. Although the etiology 
of  IBD remains largely unknown, extensive studies in the 
last decades have suggested that it involves environmental 
and genetic factors that lead to dysfunction of  the epithe-
lial barrier with consequent deregulation of  the mucosal 
immune system and responses to gut microbiota[76]. 
Distinguished miRNA expression proﬁles have been 
recently described in tissues of  patients with active and 
inactive UC, CD, irritable bowel syndrome (IBS), infec-
tious colitis (IC), and microscopic colitis (MC)[77]. Wu and 
colleagues demonstrated that active UC was associated 
of  Dicer or Drosha in Treg cells led to lethal autoimmune 
inﬂammatory disease, accompanied by impaired develop-
ment or function of  Treg cells, indicating the role of  miR-
NAs in Treg cell biology[62-64]. 
B cells
Distinct miRNA profiles in naive, germinal central and 
post-germinal central B cells have been reported[65-67], 
suggesting the implication of  miRNAs in B cell devel-
opment and maturation. A pioneer study showed that 
miR-181 is highly expressed in B cells of  mouse bone 
marrow, and its ectopic expression in hematopoietic stem 
and progenitor cells resulted in an increase in the per-
centage of  B-lineage cells but not in T cells or myeloid 
cells[68], indicating the role of  lineage-speciﬁc miRNAs in 
regulating lymphocyte development. Conditional deletion 
of  Dicer in B cells completely arrested B cell develop-
ment in mice, which is thought to be due to dysregulated 
expression of  the pro-apoptotic protein BIM, probably 
during the selection of  effective antigen receptors[69]. No-
tably, B cells lacking miR-17-92 family and Dicer-deﬁcient 
B cells exhibited similar gene expression proﬁles[70], sug-
gesting that this miRNA cluster could play a determining 
role in the regulation of  B cell development.
Recent studies have explored the role of  miR-150, a 
miRNA speciﬁcally expressed by mature lymphocytes, in 
B cell differentiation[51,71,72]. MiR-150 expression increases 
during B-cell maturation in bone marrow, and its consti-
tutive expression blocked B cell development at the tran-
sition from the pro-B-cell to pre-B-cell developmental 
stage, leading to severe defects in the production of  ma-
ture B cells[71]. MiR-150-deﬁcient mice exhibited a 2-fold 
increase in splenic B-1 cell numbers, with a relative de-
crease in those of  B-2 cells, but had no apparent defect in 
the development of  other lymphoid-derived T- and B-cell 
types[72]. Mice expressing a miR-150 transgene early in life 
also had dramatically impaired B cell development with 
normal T cell levels. These defects in miR-150 gain- and 
loss-of-function were further shown to be due to dysreg-
ulation of  c-Myb, a target of  miR-150 and a transcription 
factor that controls multiple steps of  lymphocyte devel-
opment[72]. MiR-155-deficient B cells showed defects in 
antibody class switching and differentiation into plasma 
cells, resulting in an impaired humoral response to T cell-
dependent antigenic stimulation[39,58,73]. The constitutive 
expression of  miR-34a blocked B cell development at the 
pro-B to pre-B cell transition, leading to a reduction in 
mature B cells[74]. This block appeared to be mediated by 
miR-34a-inhibited expression of  the transcription factor 
Foxp1[74], which is an essential regulator of  B cell devel-
opment[75]. Together, these studies show the important 
role of  miRNAs in normal B cell development. 
MICRORNAS AND INFLAMMATORY 
BOWEL DISEASE 
As miRNAs play a critical role in the regulation of  the 
immune system, failure of  miRNA regulation is associ-
Table 1  MicroRNAs dysregulated in ulcerative colitis and/or 
Crohn’s disease




miR-16, miR-21, miR-23a, 
miR-24, miR-29a, miR-126, 







miR-7, miR-31, miR-135b, 






















miR-9, miR-126, miR-130a, 
miR-181c, miR-375, miR-26a, 
miR-29b, miR-30b, miR-34c-
5p, miR-126*, miR127-3p, miR-
133b, miR-155, miR-196a, 
miR324-3p, miR-21, miR-22, 




(miR-9*, miR-30a*, miR-30c, 
miR-223 miR-25a, miR-29b, 
miR-30b, miR-34c-5p, miR-126*, 
miR127-3p, miR-133b, miR-155, 
miR-196a, miR324-3p, miR-21, 
miR-22, miR-29c, miR-31, miR-
























1miRNAs upregulated speciﬁcally in non-inﬂamed colonic mucosa; 2miR-
NAs downregulated speciﬁcally in non-inﬂamed tissue colonic mucosa. 
UC: Ulcerative colitis; CD: Crohn’s disease.
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with the differential expression of  11 miRNAs (3 signiﬁ-
cantly decreased and 8 signiﬁcantly increased in UC tis-
sues). MiR-192, the expression of  which is decreased in 
active UC, was predominantly localized to colonic epithe-
lial cells, and targeted macrophage inﬂammatory peptide 
(MIP)-2α, a chemokine expressed by epithelial cells[77]. 
In colonic epithelial cells, TNF-α-induced MIP-2α ex-
pression was inhibited by a miR-192 mimic. In contrast, 
miR-21 is significantly increased in patients with active 
UC compared to healthy subjects. In inactive UC patients, 
miR-375 and miR-422 expression was increased, while 
that of  miR-192 was unaltered compared to healthy sub-
jects[77]. Inactive UC showed similar expression levels of  
miR-375, miR-422b, and miR-23a to IBS and IC tissues. 
The miRNAs differently expressed in active UC were not 
dysregulated in MC and CD. This study highlights the 
speciﬁc miRNA expression patterns in active and inactive 
IBD tissues, and suggests that miRNAs could regulate 
expression of  proteins implicated in the pathogenesis. 
Another study showed the upregulated expression of  
several miRNAs in active UC compared to healthy co-
lonic biopsies, suggesting that upregulation of  miRNAs 
may be responsible for the development of  intestinal 
inﬂammation in UC[78]. MiR-21 was found among the up-
regulated miRNAs, which is consistent with the ﬁndings 
of  Takagi et al[78]. 
Of  interest, Fasseu and colleagues identiﬁed restricted 
subsets of  miRNAs abnormally expressed in inactive 
colonic mucosa of  IBD patients[79]. This elegant study 
identified 14 (in UC) and 23 (in CD) miRNAs with 
significantly altered expression (> 5-fold increase or < 
0.05-fold decrease) in quiescent colonic mucosa com-
pared to healthy control tissues. Eight of  the miRNAs 
(miR-26a, -29a, -29b, -30c, -126*, -127-3p, -196a, -324-3p) 
were commonly dysregulated in non-inflamed UC and 
CD. Six miRNAs (miR-196b, -199a-3p, -199b-5p, -320a, 
-150, -223) displayed significantly distinct dysregulation 
of  expression between non-inﬂamed UC and CD colonic 
biopsies. Interestingly, several miRNA genes with dys-
regulated expression mapped within acknowledged IBD-
susceptibility loci. In addition, significant dysregulated 
expression of  four and ﬁve miRNAs speciﬁc to inﬂamed 
UC or CD tissues, respectively, compared to healthy 
controls was observed[79]. This study sheds light on the 
role of  miRNAs as contributors to IBD susceptibility, in 
particular their implication in the onset and/or relapse of  
inﬂammation from quiescent mucosa of  IBD patients. 
There have been recent reports of  differential miR-
NA expression proﬁles in the peripheral blood of  IBD 
patients[80]. Four miRNAs (miR-199a5p, -362-3p, -532-3p 
and miRplus-E1271) were upregulated and one miRNA 
(miRplus-F1065) was downregulated in the peripheral 
blood of  patients with active CD, but not inactive CD, 
compared to healthy controls[80]. Both active and inactive 
CD patients had increased expression of  miR-340 and 
decreased expression of  miR-149 in the blood. Expres-
sion of  three miRNAs (miR-103-2, 262-3p, 532-3p) was 
increased in the blood of  both active and inactive UC 
patients. In addition, a subset of  11 miRNAs can distin-
guish active CD from active UC[80]. This study important-
ly supports the evidence that distinct peripheral blood 
miRNA proﬁles in different circulating immune cell types 
are associated with IBD.
Efforts have been made to understand the mecha-
nisms underlying the implication of  miRNAs in the 
pathogenesis of  IBD. The potential association between 
single nucleotide polymorphisms (SNPs) in pre-miRNA 
coding regions and IBD susceptibility has been analyzed. 
A study in a Japanese cohort of  170 UC patients and 403 
healthy controls revealed the association of  three SNPs 
(rs11614913, rs2910164, and rs3746444) in coding regions 
of  pre-miR-196a2, pre-miR-146a and pre-miR-499[81]. 
Of  particular interest, the CD-associated SNP C313T in 
immunity-related GTPase family, M (IRGM) gene caused 
a loss in binding of  miR-196[82] (Figure 1). IRGM plays 
an important role in the immune system by its involve-
ment in the autophagy process. In addition, miR-196 is 
overexpressed in the inﬂamed epithelium of  CD patients 
and downregulates the IRGM protective variant (c.313C) 
but not the risk-associated allele (c.313T)[82]. Loss of  tight 
regulation of  IRGM expression by miR-196 resulted in 
defects in autophagy-mediated control of  intracellular 
replication of  adherent-invasive Escherichia coli (AIEC), 
leading to abnormal persistence of  AIEC in host cells 
(Figure 1). This suggests that the association of  IRGM 
with CD could arise from abnormal miRNA-mediated 
IRGM regulation, which affects the efﬁcacy of  autopha-
gy, thereby contributing a synonymous polymorphism as 
a likely causal variant. 
Intestinal microbiota is increasingly recognized as a 
risk for, and a causal factor of, IBD. Our recent studies 
showed that miRNAs are involved in the regulation of  
host gene expression by gut microbiota[83]. In another 
study, we showed that miRNAs play a role in determining 
the unique physiological characteristics of  intestinal epi-
thelial cells, such as their differentiation during migration 
along the crypt/villus axis[84]. In particular, expression of  
CD98, a transmembrane glycoprotein that regulates inte-
grin signalling, cellular homeostasis and innate immune 
response in the gut[85], and its function are directly under 
the control of  miRNAs during the differentiation of  in-
testinal epithelial cells[86]. MiRNAs could also be involved 
in the upregulation of  CD98 during intestinal inﬂamma-
tion and IBD[86]. The biological importance of  miRNAs 
in the pathogenesis of  IBD is becoming clearer, and 
targeting miRNAs in the gastrointestinal tract may be a 
promising approach for future therapeutic opportunities.
MICRORNAS AND COLORECTAL 
CANCERS 
The transformation of  a normal epithelium into a can-
cerous state involves modiﬁcations in several genes that 
are involved in different stages of  carcinogenesis such 
as apoptosis, proliferation, limitless replicative potential 
of  tumor cells, angiogenesis, migration and invasion[87]. 
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Colorectal cancer (CRC) is one of  the most common 
cancers worldwide. Its incidence is greater in industrial 
countries than in developing countries[88]. MiRNAs have 
been shown to play an important role in oncogenesis by 
regulating the expression of  genes involved in cancer 
initiation, promotion and development[89]. Hundreds of  
miRNAs mapped to the human genome regions that 
are known to be altered in cancer, and a similar number 
of  miRNAs are aberrantly expressed in cancerous tis-
sues[90,91]. By analyzing miRNA expression proﬁle (miR-
Nome) of  prostate, stomach, pancreas, lung, breast and 
colon tumors, Volinia and colleagues identified a solid 
cancer miRNA signature including those with well-char-
acterized cancer association, such as miR-17-5p, miR-20a, 
miR-21, miR-92, miR-106a, and miR-155[92]. In particular, 
21 miRNAs are up-regulated and 1 is down-regulated in 
colon tumors compared to normal tissue[92]. MiRNA pro-
ﬁles can identify different tissue and tumor types better 
than mRNA expression patterns, making them attractive 
targets for development as cancer biomarkers[93]. Distin-
guished miRNA proﬁles can even be found in the serum 
of  patients with cancers. The functions of  such circulat-
ing miRNAs have not been identified, but profiling of  
serum miRNAs might be a powerful approach for early 
cancer diagnosis. The cancer-associated miRNAs may 
function as oncogenes or tumor suppressors depending 
on their role in carcinogenesis. Some of  the best ex-
amples of  such miRNAs will be discussed in this section 
(Figure 2).
Oncogenic miRNAs
MiR-21 is one of  the most up-regulated miRNAs in vari-
ous cancers, including CRC[92,94], and was identiﬁed as an 
independent predictor of  overall survival in the valida-
tion set containing tumor samples from 113 patients with 
CRC[95]. It has been shown that miR-21 is involved in 
invasion, intravasation and metastasis processes by target-
ing the tumor suppressor PDCD4[96], and in CRC tissues 
expression of  miR-21 is inversely correlated with that of  
PDCD4 compared to normal tissue[97]. Shibuya and col-
leagues suggested that miR-21 expression may predict 
poor prognosis in CRC[98]. Likewise, these authors also 
examined the prognostic value of  miR-155 in CRC since 
its expression is up-regulated in tumor tissues compared 
to normal adjacent tissues from CRC patients[98]. MiR-155 
was previously shown to target the tumor protein 53-in-
duced nuclear protein 1 (TP53INP1), a pro-apoptotic 
stress-induced p53 target, and significant reduction or 
loss of  TP53INP1 expression was detected during ad-
enocarcinoma progression[99].
MiR-17-92 and miR-106b-25 clusters are known to 
be up-regulated in CRC stromal tissues compared with 
normal stroma[100]. They include, respectively, multiple 
mature miRNAs, miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, 
miR-19b1, miR-92-1[101], and miR-106b, miR-93 and 










elimination of intracellular bacteria
Figure 1  Hypothetical model for the involvement of miR-196 in the pathogenesis of Crohn’s disease. MicroRNAs (miRNAs, miR) 196 normally targets immu-
nity-related GTPase family, M (IRGM) mRNA within RNA-induced silencing complex (RISC) for a negative regulation (left panel). The IRGM risk allele (IRGM*) mRNA 
lacks the binding site for miR-196 and therefore is not regulated by this miRNA (right panel). During Crohn’s disease, loss of tight regulation of IRGM* expression by 
miR-196 may lead to defects in autophagy with most intracellular bacteria replication occurring in dysfunctional vacuoles[82] (dotted cycle). This consequently results in 
abnormal persistence of pathogens in host cells, which could further worsen disease status[82].
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during carcinogenesis[92,100,103,104]. An anti-apoptotic ef-
fect of  miR-17-92 appears to be one of  the mechanisms 
underlying its procarcinogenic role in CRC develop-
ment and progression[105]. Abrogation of  miR-92a leads 
to cell apoptosis, and there is a correlation between the 
miR-17-92 overexpression in tumors of  CRC patients 
and the downregulated expression of  BIM, a member of  
the Bcl-2 family that promotes apoptosis[105]. Some works 
have reported that there is an interconnection between 
the expression of  miR-17-92 cluster and angiogenesis, 
which occurs later in tumor development and is one of  
the most important stages in carcinogenesis. Dews and 
colleagues demonstrated that the anti-angiogenic fac-
tors thrombospondin-1 (tsp-1) and connective tissue 
growth factor (CTGC) are down-regulated by this cluster 
in intestinal epithelial cells expressing constitutively the 
oncogene c-myc[106], which was shown to be involved in 
regulation of  miR-17-92 expression[20]. MiR-18 targets 
tsp-1 and miR-19 modulates the expression of  CTGF[107]. 
Other miRNAs have also been identified as causal 
factors in colon carcinogenesis. For example, miR-196a 
had higher expression level in CRC tissues than in normal 
epithelial tissues[108]. MiR-196a exerts a pro-oncogenic in-
ﬂuence in CRC as a high level of  its expression promotes 
the oncogenic phenotype of  colorectal cancer cells such 
as increased cell detachment, migration and invasion[109]. 
MiR-31 is often up-regulated in CRC and its high expres-
sion associated with advanced tumor stage but the clinical 
significance is unclear[110]. MiR-181b-1, miR-135a, miR-
135b, miR-675 are also known to be up-regulated in CRC 
tumors[111]. MiR-135a is able to promote the growth and 
invasion of  CRC cells by targeting the metastasis sup-
pressor 1[112].
Tumor suppressor miRNAs
Mir-143 and miR-145 are among the best examples of  
tumor suppressor miRNAs. The expression of  these 
miRNAs is down-regulated in CRC tumors, and in other 
cancers such as breast, prostate, cervical and lymphoid 
cancer[113-115]. Many studies have reported that down-
regulation of  miR-143 and miR-145 correlates with poor 
prognosis[110,115,116]. The expression and post-transcrip-
tional maturation of  these miRNAs were recently shown 
to be enhanced by the tumor suppressor p53 in response 
to DNA damages in CRC cell lines[28,117]. In particular, 
miR-143 is involved in inhibition of  oncogene KRAS ex-
pression[118]. MiR-145 is reported to inhibit tumor growth 
and angiogenesis by directly targeting p70S6K1[117], which 
is activated by mTOR, and its overexpression in cancer 
cells induces tumor angiogenesis[119-121]. Another study 
reported that this miRNA is able to inhibit tumor growth 
and angiogenesis in breast cancer by targeting N-RAS 
and VEGF-A, which are key players in carcinogenesis[122]. 
It was recently demonstrated that miR-34a is down-
regulated in colon tumors and also in circulating 
blood[123]. Furthermore, ectopic expression of  miR-34a 
in CRC cell line reduces cell proliferation, demonstrating 
that this miRNA has a tumor suppressive function in co-
lon carcinogenesis[124]. Several studies conducted in 2007 
revealed that miR-34a can target p53, leading to apoptosis 
and cell cycle arrest[21-24,125]. MiR-203 is identified as an-
other tumor suppressor miRNA. Its low expression was 
found in vitro in CRC cell lines and was correlated with 
tumor size in CRC. MiR-203 can inhibit proliferation of  
cancer cell lines[126]. Li et al[127] showed that miR-203 over-
expression significantly decreased cell proliferation and 
survival and induced cell apoptosis in the p53-mutated 
CRC cells. The tumor suppressive role of  miR-203 was 
mediated by negatively regulating Akt2 expression via 
mRNA degradation. In addition, overexpression of  
miR-203 decreased expression of  the anti-apoptotic gene 
Bcl-xL, leading to a resistance to apoptosis[127]. MiR-126 
is speciﬁcally expressed in endothelial cells and is known 
to be down-regulated in CRC compared to normal tissue 
via an unknown mechanism[128]. In vitro studies suggested 
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Figure 2  Overview of “oncogenic” and “tumor suppressor” microRNAs related to colorectal cancer described in this review, their targets and different 
carcinogenesis pathways in which they have been implicated. 
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by miR-126 could lead to a selective growth advantage 
during colon carcinogenesis[129].
CONCLUSION
MiRNAs are a class of  gene regulators that have recently 
emerged as key players in the innate and adaptive immune 
system. Changes in miRNA expression are observed in 
many human diseases such as inﬂammatory bowel disease 
and cancers. Dysregulated miRNA expression proﬁles in 
IBD have been reported and could be used as diagnostic 
biomarkers but further studies are needed to examine 
the mechanism of  their action in the etiopathogenesis of  
this disease and their clinical utility. Emerging evidence 
suggests that miRNAs play important roles in the patho-
genesis of  a limited range of  human cancers. Some miR-
NAs may be directly involved in cancer development by 
controlling cell differentiation and apoptosis, while others 
may be involved in cancers by targeting cancer oncogenes 
and/or tumor suppressors. Given the critical role of  
miRNAs, current studies are focusing on their association 
with CRC incidence and prognosis and on the possibility 
of  using circulating miRNAs or fecal miRNA expression 
as noninvasive early detection biomarkers. These data 
suggest that miRNAs may be potential molecular classi-
ﬁers, early detection biomarkers, and therapeutic targets 
for CRC. Finally, miRNA-based cancer therapy has been 
limited to targeting a single miRNA[130,131]. However, it has 
been recently shown that the small molecule enoxacin, 
a fluoroquinolone used as an antibacterial compound, 
enhances the miRNA-processing machinery by binding 
to TRBP[132]. Thus, if  most cancers are characterized by 
a dysregulation of  global mature miRNA expression, 
restoration of  the global miRNome may be an attractive 
approach in cancer therapy. In conclusion, a better un-
derstanding of  the function of  miRNAs is providing new 
insights into the molecular basis of  human pathologies, 
and new biomarkers for disease diagnosis and therapy. 
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Longtemps négligé dans le développement du cancer colorectal (CCR), nous assistons depuis 
quelques années à un regain d’intérêt pour le microbiote intestinal dans cette pathologie. Les 
techniques de séquençage à haut débit ont révélé des dysbioses intestinales chez les patients 
atteints d’un CCR. Des bactéries accélèrent la tumorigenèse colique en ayant une activité pro-
inflammatoire ou en produisant des toxines. Ces bactéries sont capables d’accélérer 
l’apparition des tumeurs, d’augmenter leur taille/nombre et leur caractère invasif dans des 
modèles murins de cancer intestinal renforçant l’idée que les bactéries joueraient un rôle 
significatif dans le CCR. 
Mots-clés : cancer colorectal, microbiote, toxine, cyclomoduline, inflammation  
633
Neglected for a long time, intestinal microbiota is sought to be involved in colorectal cancer 
(CRC). High throughput screening has revealed gut dysbiosis ie a change in microbiota 
composition, in CRC patients. Bacteria increase tumorigenesis via a proinflammatory activity 
or by the production of toxins. In intestinal cancer animal models, those microbes accelerate 
tumors formation as well as their size/number and invasive behavior, emphasizing the 
hypothesize that microbiota might be a key player in CRC. 





Malgré des mesures préventives efficaces et une sensibilisation accrue de la population, le 
cancer colorectal (CCR) reste le deuxième cancer le plus fréquent quelque soit le sexe (1). Le 
nombre de nouveaux cas diagnostiqués annuellement dans le monde est estimé à 1,2 million 
et il est responsable d’environ 600.000 décès chaque année (1). Plus de 90% des cas de CCR 
sont d’origine sporadique et surviennent chez des personnes ayant peu ou pas d'antécédents 









Par son rôle clé dans l’homéostasie intestinale, en particulier dans la régulation de la réponse 
inflammatoire, le maintien d’un équilibre entre prolifération, différenciation, et mort 
cellulaire, le microbiote intestinal, aussi appelé flore intestinale, est soupçonné d’être un 
facteur étiologique du CCR. Il est principalement composé de bactéries dont le nombre est 10 
fois supérieur à celui des cellules humaines, stable chez l’individu sain et diversifié. Le 
répertoire génétique correspondant est au moins 150 fois plus important que celui du génome 
humain et a donc une influence importante sur la physiologie de l’hôte. Les échanges qui 
régissent les relations entre le microbiote intestinal et son hôte, sont habituellement d’ordre 
symbiotique et s’inscrivent dans le cadre d’une coopération avec un avantage partagé. 
Cependant, en cas de dysbiose, c’est à dire un changement de composition ou de stabilité des 
populations bactériennes de l’intestin, le microbiote peut être associé à des troubles 
intestinaux ou extra-intestinaux. 
L’étude du microbiote intestinal dans le contexte du CCR suscite actuellement un regain 
d’intérêt. La densité bactérienne augmente tout au long du tractus digestif pour atteindre une 
densité maximale dans le côlon (~1011 bactéries/g de matière). L’augmentation de la densité 




dans le côlon (2). Des souris traitées par des agents carcinogènes ou génétiquement modifiées 
pour développer spontanément un cancer intestinal (APCMin/+) développent significativement 
moins de tumeurs et des tumeurs de plus petite taille en condition axénique qu’en présence du 
microbiote intestinal (3). De plus, il a été montré que le transfert d’un microbiote dysbiotique 
provenant de souris ayant développé un CCR favorise l’émergence du CCR chez les animaux 
inoculés (4). 
L’ensemble des études visant à analyser les bactéries associées aux tumeurs de patients 
atteints de CCR comparativement à celles retrouvées au niveau de la muqueuse colique de 
patients contrôles montre l’existence d’un microbiote dysbiotique associé au CCR. Même si 
aucun microbiote dysbiotique « type » n’a pu être à ce jour relié au CCR, une abondance 
anormale de certaines espèces bactériennes a été relevée. Des études indépendantes basées sur 
des cultures bactériennes traditionnelles ont ainsi mis en évidence que 71% des 
adénocarcinomes de CCR sont colonisés par # contre seulement 42% des tissus 
sains (5) et une augmentation du nombre de ces bactéries avec l’avancement du stade tumoral 
(6). Les méthodes moléculaires ont également montré la présence d’un microbiote différent au 
niveau des adénocarcinomes avec une surreprésentation de %&# et/ou du 
groupe  D6)## (3, 7). Il est difficile de définir si l’émergence de microbiotes 
dysbiotiques est la cause ou la conséquence du CCR. Un modèle proposé pour expliquer le 
rôle des bactéries dans le CCR est le modèle « driver-passenger » (3). Selon ce modèle, sous 
l’influence de facteurs environnementaux ou génétiques, la muqueuse colique de patients à 
risque de développer un CCR serait colonisée par des bactéries dites « driver », c’est-à-dire 
capable d’initier la carcinogenèse. Les altérations cellulaires et tissulaires qui vont s’opérer au 
niveau de la muqueuse colique entraineraient alors des modifications des conditions 
environnementales locales, favorisant l’émergence de bactéries opportunistes dites 




oncogéniques, au détriment de bactéries aux propriétés « suppresseur de tumeurs » pourrait 











Les adénocarcinomes coliques sont souvent colonisés par des souches de '# produisant 
des toxines appelées cyclomodulines car affectant le cycle cellulaire. Deux d’entre elles, la 
colibactine et CNF sont particulièrement prévalentes chez les '# associées au CCR (8).  
La colibactine est produite à partir d’enzymes codés par l’îlot génomique ( (9). Des études 
récentes et indépendantes ont montré que les ' # porteurs de l’îlot ( sont plus 
fréquemment isolés à partir d’adénocarcinomes coliques que de tissus contrôles (55-67% )
19-21% respectivement) (8, 10). Ces bactéries induisent des cassures double brin et une 
instabilité de l’ADN eucaryote entraînant ) un blocage du cycle cellulaire (9, 10). Chez 
la souris, les '# ( seuls sont incapables d’induire spontanément un CCR. Cependant, les 
'#( augmentent le nombre d’adénocarcinomes coliques et leur caractère invasif dans 
des modèles murins de CCR associés à l’inflammation (10, 11). Ces résultats peuvent paraître 
contradictoires puisque la colibatine induit un arrêt de la prolifération cellulaire ). Une 
étude récente propose une action indirecte de la colibactine qui réconcilie ces deux 
observations (11). Cette toxine modifie dans les cellules épithéliales intestinales l’expression 
du microARN-20a-5p, qui affecte l’expression de l’enzyme SENP1 impliquée dans la 
stabilisation de p53 ) sa modification post-traductionnelle par les peptides SUMO. Ainsi, 
les bactéries orientent les cellules vers la sénescence, un état physiologique caractérisé par un 
arrêt du cycle cellulaire et la production de facteurs de croissance, notamment l’HGF 
(hepathocyte growth factor) capable d’induire la prolifération de cellules non infectées. D’une 
manière intéressante, des biopsies humaines de CCR colonisées par des '#( présentent 




Les '# isolés d’adénocarcinomes produisent fréquemment la cyclomoduline CNF1. Ces 
souches sont observées dans 40% des adénocarcinomes contre seulement 13% dans des tissus 
contrôles (8). CNF1 active des Rho GTPases et ainsi dérégule de nombreux processus 
cellulaires (12). Elle stimule le cycle cellulaire comme la protéine CagA de 8#&
$#, un des meilleurs exemples de toxines carcinogènes. Elle entraine l’apparition 
d’altérations du fuseau mitotique, de la cytocinèse, de la ségrégation des chromosomes, une 
aneuploïdie, la rupture des jonctions cellulaires et la motilité cellulaire (12). CNF1 bloque 
aussi la différenciation des cellules et augmente l'expression des protéines anti-apoptotiques 
Bcl-2 et Bcl-XL. Dans des cellules épithéliales, CNF1 induit de plus une activation prolongée 
du facteur de transcription NF-B et de la voie COX2/PGE-2, des facteurs pro-inflammatoires 
reconnus de la carcinogenèse colorectale.  
D’autres cyclomodulines de '# pourraient affecter le développement du CCR. Cependant, 
peu d’études spécifiques ont été menées à ce jour et leur prévalence semble faible dans le 
contexte du CCR. Des ' # producteurs de la cyclomoduline CDT (cytolethal distending 
toxin) ont été isolées dans 16% des biopsies de tumeurs collectées chez des patients atteints de 
CCR contre 0% dans des tissus contrôles (8). CDT porte une activité enzymatique DNase, qui 
provoque des cassures double brin de l’ADN et  !un blocage du cycle cellulaire pour 
revue (12). Une exposition prolongée à une dose faible de CDT augmente la fréquence des 
mutations génétiques et des aberrations chromosomiques dans des cellules en culture et 
permet aux cellules de pousser en agar mou, un signe d’une transformation maligne (13). 
Les '# pathogènes intestinaux entéropathogènes (ECEP) et entérohémoragiques (ECEH) 
peuvent produire la cyclomoduline Cif. Ces pathovars ont été détectés dans 8-25% des 
adénocarcinomes coliques contre 0% dans des tissus sains (8). Cif inactive l'enzyme E2 du 
système d'ubiquitination et entraîne ainsi une inhibition de la voie ubiquitine/protéasome pour 




de la cancérogenèse. Les conséquences sont le blocage de l’apoptose et du cycle cellulaire 
suite à l’accumulation des protéines CKI p21CIP et p27KIP. Les cellules peuvent cependant 
continuer à synthétiser de l’ADN et la teneur en ADN des cellules augmente par 
endoréduplication. Ce processus pourrait engendrer des anomalies génétiques susceptibles de 









Plusieurs études méta-génomiques montrent que %'# est surreprésenté au niveau des 
adénocarcinomes coliques. Il vient récemment d’être montré que ces bactéries stimulent la 
tumorigenèse dans le modèle murin de CCR APCMin/+ en favorisant l’infiltration du tissu 
tumoral par des cellules immunitaires (14). L’analyse de tissus tumoraux colonisés par la 
bactérie, en modèle murin et chez l’Homme, a montré que ceux-ci présentent une signature 
d’expression génique pro-inflammatoire et proliférative. Par ailleurs, %' # exprime 
une adhésine, FadA, qui en se fixant sur l’E-cadhérine active la voie Wnt/-caténine et la 
prolifération des cellules épithéliales intestinales (14). Des expériences de xénogreffe ont 
montré que l’inhibition de FadA permettait de bloquer la prolifération de la masse tumorale. 
Enfin, ces bactéries produisent la toxine FIP capable de bloquer le cycle cellulaire en milieu 
de phase G1. Cependant aucune étude  )) n’a encore été menée pour évaluer son rôle 
éventuel dans la tumorigenèse colique.  
  !"# est une bactérie pathogène opportuniste du microbiote intestinal. Des 
souches entérotoxiques, habituellement responsables de diarrhées inflammatoires aiguës chez 
l'enfant, sont retrouvées chez près de 38% des patients souffrant d’un CCR contre 12% des 
sujets contrôles (15). Ces bactéries sont capables d’induire une colite aigüe qui se transforme 
en inflammation chronique de côlon pouvant perdurer plusieurs mois (15) . Elles accélèrent la 




cadhérine, l’entérotoxine de ces bactéries, appelée BFT (  !"# toxin) ou 
fragilysine, active la voie WNT, qui joue un rôle essentiel dans la prolifération cellulaire et la 
carcinogènese colique (15). La fragilysine induit également une réponse immunitaire de type 
Th17 responsable de l’apparition des tumeurs dans le modèle murin APCMin (15). Ainsi, une 
colonisation prolongée à ces bactéries pourrait entretenir une inflammation colique chronique 





Par ailleurs, une fréquence anormalement élevée du portage digestif des bactériémies 
 "###$ "###$ (' &) biotype I) et  !# ont été 
observées chez les patients atteints de CCR. ' "###$ "###$ induit une 
inflammation ainsi que la surexpression de l’oncogène c-Myc et de la protéine anti-
apoptotique Bcl2. ' !# produit des ions superoxydes génotoxiques et induit une 
instabilité chromosomique  )). Ces bactéries pourraient donc elles aussi contribuer au 
développement du CCR. 
6
Pour confirmer les données préliminaires suggérant un lien entre certaines bactéries et la 
carcinogenèse colorectale, des études doivent être menées sur de larges cohortes prospectives 
capables d’explorer plus avant l’évolution du microbiote intestinale au cours de la maladie. 
Cependant, si appréhender la composition du microbiote intestinal et du méta-génome 
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Légende de la figure 
Figure 1 : La séquence «adénome-carcinome» associée à la carcinogénèse colique et les rôles 
possibles des bactéries du microbiote intestinal dans ce processus. 
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